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Rationnel : Les capacités pro-angiogènes des progéniteurs endothéliaux circulants sont 
maintenant bien établies, et leur implication dans les phénomènes de néovascularisation 
chez l’adulte a stimulé la recherche de thérapeutiques angiogènes basées sur la greffe de ces 
cellules. Les données actuelles convergent vers la notion de deux types cellulaires au 
phénotype endothélial, définis entre autres par leur cinétique d’apparition en culture : les 
progéniteurs précoces (CFU-EC ou CAC) et tardifs (ECFC). Notre équipe a montré que 
l’injection thérapeutique de cellules mononucléées de moelle osseuse (BM-MNC) permettait 
la néovascularisation du site ischémié chez des patients atteints d’ischémie critique des 
membres inférieurs, et que les nouveaux vaisseaux formés avaient le phénotype d’ECFC. 
Nous avons dans un premier temps mesuré les concentrations de différentes protéines 
modulant l’angiogenèse, chez des patients atteints de pathologies ischémiques et 
cardiovasculaires, ou impliquant des anomalies vasculaires associées à la fibrose. Ainsi, le 
transforming growth factor - β1 (TGF-β1) dans la fibrose pulmonaire idiopathique, la 
thrombospondine-1 (TSP-1) dans l’artériopathie des membres inférieurs, et le placental 
growth factor (PlGF) chez les patients atteints de pathologies cardiovasculaires (patients 
présentant un syndrome coronarien aigu, patients devant subir une chirurgie de la valve ou 
un pontage coronarien), se sont distingués comme potentiel biomarqueur plasmatique dans 
ces pathologies, et ont été étudiés dans la biologie des ECFC humaines. 
 
Résultats : Le taux plasmatique de TGF-β1 est augmenté chez les patients atteints de fibrose 
pulmonaire idiopathique (FPI) par rapport à la population contrôle ; il a un effet pro-
angiogène in vivo (vascularisation des implants de Matrigel®) et in vitro (prolifération et 
migration des ECFC) via les récepteurs ALK-1, ALK-5 et TGF-βRII. Le taux plasmatique de TSP-
1 est augmenté chez les patients artéritiques par rapport à la population contrôle. Par 
ailleurs les néovaisseaux formés de patients artéritiques ayant été traités par injection locale 
de BM-MNC expriment la TSP-1. Dans les modèles murins de Matrigel®-plugs et d’ischémie 
du membre inférieur (IMI), la TSP-1 induit une diminution de la vascularisation des implants 
ainsi qu’une diminution de la revascularisation du membre ischémié. In vitro, la TSP-1 
augmente l’adhésion via un mécanisme N-Terminal dépendant, et diminue le potentiel 
angiogène (prolifération et migration) des ECFC via sa liaison au récepteur CD47, ce qui 
active la voie de signalisation SDF-1/CXCR4. Le taux plasmatique de PlGF est augmenté chez 
les patients coronariens par rapport à la population contrôle et aux patients angoreux ; il est 
également augmenté chez les patients ayant subit une chirurgie cardiaque. Les PlGF-1 et -2 
potentialisent la tubulogenèse des ECFC in vitro via la phosphorylation du récepteur VEGFR1. 
Cet effet est aboli lorsque le VEGFR1 est inhibé par ARN interférence ou par le composé 
chimique « 4321 ». De plus ce composé « 4321 » inhibe la vascularisation des implants de 
Matrigel®, ainsi que la revascularisation du membre ischémié dans le modèle d’IMI. 
 
Conclusions : Le TGF-β1 joue un rôle dans le remodelage vasculaire de la FPI via les ECFC ; la 
TSP-1 est un potentiel biomarqueur de l’angiogenèse induite par les ECFC dans 
l’artériopathie des membres inférieurs ; l’inhibition de la voie PlGF/VEGFR1 module la 
tubulogenèse induite par les ECFC, cellules impliquées dans la formation de nouveaux 
vaisseaux. Nous avons ainsi mis en évidence 3 protéines modulant l’angiogenèse dans 3 
contextes pathologiques différents, caractérisés par un remodelage vasculaire et où les ECFC 
sont impliquées dans leurs mécanismes physiopathologiques. Ces 3 protéines se présentent 
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donc comme de potentiels biomarqueurs plasmatiques, modulant les propriétés angiogènes 
des ECFC et pouvant donc influencer leur efficacité en tant que produit de thérapie 
cellulaire. Ces biomarqueurs plasmatiques jouent un rôle probable dans l’équilibre 
homéostatique au décours des pathologies concernées. 
 
Mots-clés : progéniteurs endothéliaux circulants, biomarqueurs plasmatiques vasculaires, 
potentiel angiogène, fibrose pulmonaire idiopathique, artériopathie des membres inférieurs, 






Angiogenic potential modulation of human endothelial progenitor 
cells by vascular plasmatic biomarkers 
 
ABSTRACT 
Rationale: The pro-angiogenic capacities of endothelial progenitor cells are now well 
established, and their involvement in neovascularization events in adults has stimulated the 
research in the field of angiogenic therapy based on transplant of these cells. Current data 
converge towards the notion of two cell types with endothelial phenotype, defined at least 
by their kinetics of appearance in culture: early endothelial progenitor cells (CFU-EC or CAC) 
and late (ECFC). Our team has shown that the therapeutic injection of bone marrow 
mononuclear cells (BM-MNC) led to neovascularization of the ischemic site in patients with 
critical limb ischemia, and that the new vessels formed bore the phenotype of ECFC. We 
initially measured the concentrations of different proteins modulating angiogenesis in 
patients with ischemic and cardiovascular diseases, or involving vascular abnormalities 
associated with fibrosis. Thus, the transforming growth factor - β1 (TGF-β1) in idiopathic 
pulmonary fibrosis, the thrombospondin-1 (TSP-1) in peripheral artery disease, and the 
placental growth factor (PlGF) in patients with cardiovascular diseases [acute coronary 
syndrome (ACS), patients undergoing valve surgery or coronary artery bypass surgery], 
emerged as potential plasmatic biomarkers in these pathological settings, and have been 
studied in the biology of human ECFC. 
Results: TGF-β1 plasma level is increased in patients with idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) 
compared to the control population; it exerts a pro-angiogenic effect in vivo (vascularization 
of Matrigel ®-plugs) and in vitro (proliferation and migration of ECFC) via ALK-1, ALK-5 and 
TGF-βRII receptors. TSP-1 plasma level is increased in patients with peripheral artery disease 
(PAD) compared to the control population. In addition, the new vessels formed in PAD 
patients treated by local injection of BM-MNC express TSP-1. In murine models of Matrigel 
®-plugs and hindlimb ischemia, TSP-1 induces a decrease in plugs vascularization and 
impaired revascularization of ischemic limb. In vitro, TSP-1 increases ECFC adhesion via an N-
terminal dependent mechanism and reduces their angiogenic potential (proliferation and 
migration) via its binding to CD47 receptor, which activates the SDF-1/CXCR4 signaling 
pathway. PlGF plasma level is increased in ACS patients compared with the control 
population and stable angina patients and is also increased in patients undergoing cardiac 
surgery. PlGF-1 and -2 potentiate ECFC tubulogenesis in vitro via phosphorylation of the 
VEGFR1 receptor. This effect was abolished when the ECFC VEGFR1 is inhibited by RNA 
interference or by the chemical compound "4321". In addition this compound "4321" 
inhibits the vascularization of Matrigel ®-plugs, and revascularization of the ischemic limb in 
the hindlimb ischemia model. 
Conclusions: TGF-β1 is involved in the IPF vascular remodeling through ECFC; TSP-1 is a 
potential biomarker of angiogenesis induced by ECFC in PAD; the inhibition of the 
PlGF/VEGFR1 pathway modulates ECFC tubulogenesis, cells involved in the formation of new 
vessels. We thus identified three proteins that modulate angiogenesis in three different 
pathological settings characterized by a vascular remodeling and where ECFC are involved in 
their pathophysiology. These three proteins therefore state as potential plasmatic 
 6 
biomarkers, modulating ECFC angiogenic properties and are able to influence their efficacy 
as a cell therapy product. These plasmatic biomarkers likely play a role in the homeostasis of 
those pathologies progress. 
 
Keywords: endothelial progenitor cells, vascular plasmatic biomarkers, angiogenic potential, 
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La mise en place physiologique du réseau vasculaire peut se réaliser grâce à un 
ensemble de mécanismes finement régulés. Il existe différentes tailles de vaisseaux 
auxquelles correspondent des structures particulières. Les petits vaisseaux sont composés 
uniquement des cellules endothéliales (CE), alors que les vaisseaux plus larges sont renforcés 
d’une couche de cellules murales (péricytes pour les vaisseaux de taille moyenne, et cellules 
musculaires lisses [CML] pour les vaisseaux les plus larges). La formation des vaisseaux peut 
se réaliser selon différents modes séquentiels. La vasculogenèse fait référence au processus 
par lequel se forment les vaisseaux sanguins de l'embryon au travers d’une différenciation in 
situ de progéniteurs indifférenciés ou de progéniteurs endothéliaux en CE matures, qui 
s'assemblent pour donner un réseau vasculaire primitif. L’angiogenèse est la croissance d’un 
vaisseau à partir d’un arbre vasculaire préexistant, et l’artériogenèse fait référence à la 
stabilisation du vaisseau par les cellules murales. L’intussusception quant à elle, représente 
l’insertion de colonnes de tissus interstitiels dans la lumière d’un vaisseau préexistant, puis 
la division de cette lumière vasculaire 1-3 (Figure 1). 
L’équilibre de ce système peut être déstabilisé par différents facteurs, conduisant d’un côté 
à une vascularisation excessive, notamment dans le contexte des pathologies cancéreuses, 
et de l’autre côté, à une vascularisation insuffisante de différents tissus ou organes. 
Depuis la mise en évidence des cellules progénitrices endothéliales en 1997 4, leur rôle dans 
la formation de nouveaux vaisseaux chez l’adulte (vasculogenèse post-natale) est 
maintenant établi. Plus récemment, ces progéniteurs endothéliaux circulants (PEC) ont été 
démontrés comme étant associés aux anomalies vasculaires dans des pathologies impliquant 
un remodelage vasculaire aberrant ou dysfonctionnel 5. 
Cette thèse a pour objet l’étude de pathologies ischémiques ou impliquant un remodelage 
vasculaire aberrant ou inadéquat. Les travaux présentés dans cette thèse ciblent des 
pathologies impliquant potentiellement les PEC dans ces dysfonctions vasculaires ; la 
méthodologie dans un premier temps a consisté à mettre en évidence un potentiel 
biomarqueur plasmatique vasculaire de la pathologie concernée, puis à étudier les effets 
biologiques des ces biomarqueurs sur les PEC. L’approche par l’étude de l’influence d’un 
biomarqueur plasmatique nous permet d’envisager en perspectives si la pathologie 
concernée constitue un contexte favorable ou non pour l’efficacité d’un éventuel produit de 
thérapie cellulaire, ou si le(s) biomarqueur(s) caractérisant la pathologie d’étude 

























Figure 1 : Formation d’un réseau vasculaire. Les progéniteurs endothéliaux se différencient en cellules 
endothéliales artérielles et veineuses, qui s’assemblent en un plexus capillaire primitif. Les vaisseaux 
bourgeonnent ensuite et deviennent stabilisés par les CML, issues de leurs progéniteurs. Les cellules 
souches hématopoïétiques contribuent à l’angiogenèse directement et indirectement, en se 
différenciant en leucocytes ou en plaquettes. La liste des molécules indiquées est non exhaustive (MΦ = 
macrophage, C. dendritique = cellule dendritique). 
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Il existe différentes pathologies impliquant un remodelage vasculaire. Les pathologies 
fibrogéniques (e.g. myélofibrose primitive, fibrose pulmonaire) en sont un parfait exemple. 
La fibrose consiste en la formation excessive d’un tissu fibreux au cours du processus de 
réparation tissulaire ou lors d’un mécanisme réactionnel. Elle est due à l’accumulation de 
composants de la matrice extracellulaire (MEC). Une réaction inflammatoire aigüe est 
caractérisée par une résolution rapide des modifications vasculaires, de l’œdème et de 
l’inflammation. La fibrose quant à elle, résulte d’une inflammation chronique définie par une 
réponse immunitaire persistante pendant plusieurs mois et au cours de laquelle 
l’inflammation, le remodelage tissulaire et le processus de réparation ont lieu 
simultanément. Cette fibrose résultant donc d’une inflammation chronique peut être induite 
par des infections persistantes, des réactions auto-immunes, des lésions tissulaires, des 
réactions allergiques, des agressions chimiques ou des radiations. 
Le remodelage vasculaire qui accompagne ces maladies fibrogéniques se produit le plus 
souvent avant le développement de la fibrose. Il est caractérisé par une néovascularisation 
impliquant des facteurs mitogéniques pour les CE comme le VEGF (Vascular Endothelial 
Growth Factor), le bFGF (basic Fibroblast Growth Factor), l’angiopoïétine-1 et le TGF-b 
(transforming growth factor-β) notamment. Le VEGF peut également induire de la fibrose via 
ses propriétés angiogènes et en action concertée avec le TGF-β1, conduisant à une 
production augmentée de MEC par les fibroblastes 6. 
La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) sera le modèle étudié dans cette thèse, illustrant le 
rôle des PEC dans les anomalies vasculaires associées à la fibrose. La FPI est une forme 
spécifique de pneumopathie interstitielle avec fibrose progressive et chronique, de cause 
indéterminée. Elle est le plus souvent retrouvée chez les patients de plus de 60 ans, 
légèrement plus fréquente chez les hommes que chez les femmes. L’incidence de la FPI est 
comprise entre 6,8 et 16,3 cas pour 100 000 habitants par an 7.  La FPI est définie 
histologiquement par une fibrose en tâche et une structure en nid d’abeille du poumon. 
L’imagerie (radio, scanner, tomographie haute résolution) permet le plus souvent d’observer 
les modifications morphologiques typiques de la FPI. Si les résultats d’imagerie ne sont pas 
concluant, une analyse histologique de biopsies des poumons sera nécessaire. Le pronostic 
est mauvais, avec une survie médiane de 3 à 5 ans après le diagnostic et sans 
transplantation, et un taux de survie à 5 ans de 20 à 40%. Jusqu’à récemment, les 
traitements médicamenteux disponibles (glucocorticoïdes, immunosuppresseurs) n’avaient 
qu’un effet nul ou temporaire sur l’évolution de la maladie, la transplantation pulmonaire 
étant le seul moyen d’arrêter son évolution. Depuis 2011, la pirfenidone (antifibrogénique et 
anti-inflammatoire) a obtenu l’AMM pour le traitement de la FPI. La pirfenidone serait 
capable de diminuer la prolifération des fibroblastes, d’inhiber la synthèse de collagène 
induite par le TGF-b1, de réduire la synthèse de cytokines fibrogéniques telles que le TGF-b1, 
ou encore de molécules pro-inflammatoires comme le TNF-a et l’IL-1b 8-10. L’évaluation de la 
pirfenidone dans différents modèles animaux de fibroses a établi une diminution de la 
fibrose associée à la réduction des taux du TGF-b1 11. Chez l’Homme, la pirfenidone améliore 
la survie sans progression et la fonction pulmonaire des patients atteints de FPI 12, 13. De 
façon intéressante, le BIBF 1120 ou nintedanib parmi d’autres molécules actuellement 
testées, est en étude de phase II dans la FPI. C’est un inhibiteur de tyrosine kinase ciblant les 
récepteurs de VEGF, du FGF et du PDGF, inhibant la formation de nouveaux vaisseaux, qui a 
montré des résultats encourageants dans le traitement de la FPI. Il suggère donc que le 




Selon des données statistiques récentes de l’Organisation Mondiale de la 
Santé (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs317/fr/index.html), les maladies 
cardiovasculaires sont la première cause de mortalité dans le monde: chaque année, plus de 
personnes décèdent en raison de maladies cardiovasculaires que de toute autre cause. On 
estime à 17,3 millions le nombre de décès imputables aux maladies cardio-vasculaires, soit 
environ 30% de la mortalité mondiale totale. Parmi ces décès, on estime que 7,3 millions 
sont dus à une cardiopathie coronarienne et 6,2 millions à un accident vasculaire cérébral 
(AVC) (statistiques OMS 2008). Plus de 80% des décès interviennent dans des pays à revenu 
moyen ou faible et touchent presque également hommes et femmes. L’OMS prévoit que 
d’ici 2030, près de 23,6 millions de personnes mourront d’une maladie cardio-vasculaire 
(cardiopathie ou AVC principalement). D’après les projections, ces maladies devraient rester 
les premières causes de décès. 
Les maladies cardio-vasculaires constituent un ensemble de troubles affectant le cœur et les 
vaisseaux sanguins, qui comprend : 
· les cardiopathies coronariennes 
· les maladies cérébro-vasculaires 
· les artériopathies périphériques 
· les cardiopathies rhumatismales, affectant le muscle et les valves cardiaques et 
résultant d’un rhumatisme articulaire aigu (causé par un streptocoque) 
· les malformations cardiaques congénitales 
· les thromboses veineuses profondes et les embolies pulmonaires 
 
Les infarctus et les accidents vasculaires cérébraux sont généralement des événements aigus 
et sont principalement dus à l’obstruction d’une artère empêchant le sang de parvenir au 
cœur ou au cerveau. Leur cause la plus courante est la constitution d’une plaque d’athérome 
sur les parois internes des vaisseaux sanguins alimentant ces organes. Les accidents 
vasculaires cérébraux peuvent aussi résulter de la lésion d’un vaisseau sanguin cérébral ou 
de caillots. 
Les principaux facteurs de risques des cardiopathies et des AVC, sont une mauvaise 
alimentation, un manque d’activité physique, le tabagisme et l'usage nocif de l’alcool. Ces 
facteurs de risque comportementaux sont responsables d'environ 80% des maladies 
coronariennes et cérébraux vasculaires. 
Les effets d’une mauvaise alimentation ou de l’inactivité physique peuvent se manifester par 
de l’hypertension, une hyperglycémie ou hyperlipidémie, un excès de poids ou une obésité, 
ces effets étant appelés « facteurs de risque intermédiaires » ou facteurs de risques 
métaboliques. 
Il existe aussi un certain nombre de déterminants sous-jacents des maladies chroniques, ce 
sont en quelque sorte les « causes des causes ». Ils reflètent l’action des principaux moteurs 
de l’évolution sociale, économique et culturelle: globalisation, urbanisation et vieillissement 
des populations. Parmi eux figurent aussi la pauvreté et le stress et des facteurs héréditaires. 
 
Parmi les maladies cardiovasculaires, les cardiopathies ischémiques constituent la première 
cause de mortalité au niveau mondial (7.25 millions de décès = 12.8% des personnes 
décédées en 2008), devant les AVC et maladies cérébro-vasculaires (6.15 millions de décès = 
10.8% des personnes décédées en 2008), l’infection par le VIH / SIDA (1.78 millions de décès 
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= 3.1% des personnes décédées en 2008) ou les cancers de la trachée, des bronches ou des 
poumons (1.39 millions de décès = 2.4% des personnes décédées en 2008). 
 
Une autre pathologie ischémique comme l’artériopathie oblitérante des membres inférieurs 
(AOMI) est retrouvée chez plus de 15% des individus après 55 ans 15, et touche 20% des 
individus après 75 ans 16, 17. Concernant la population française, les résultats d’une enquête 
IPSOS Santé sur la prévalence et la prise en charge de l'AOMI chez les plus de 45 ans ont été 
publié en 2007 (http://www.portailvasculaire.fr/espace-sfmv, http://www.theheart.org). 
Cette étude quantitative déclarative portait sur 7639 personnes représentatives de la 
population française. Les douleurs de type AOMI sont présentes chez 4,6 % des sujets, soit 
un nombre estimé de « claudicants » de 1 124 000. La prévalence s'élève à 6,1 % entre 65 et 
69 ans. En France, 800 000 patients sont en « affection longue durée » en raison d'une 
artériopathie supérieure ou égale au stade II (classification de Leriche et Fontaine) et traités. 
Ces personnes ont dans 80 % des cas plus de 50 ans et l'on dénombre 4 hommes pour 1 
femme. Mais le nombre de personnes avec une artérite asymptomatique serait 
probablement de 2 à 2,5 millions, soit au total, 10 à 12 % des individus de plus de 65 ans. 
 
L’AOMI, les syndromes coronariens aigus, l’angor stable, ainsi que les patients subissant une 
chirurgie cardiaque seront les affections utilisées comme modèles d’étude de pathologies 
cardiovasculaires impliquant un remodelage vasculaire et donc potentiellement une 
vasculogenèse post-natale. 
 
La fibrose pulmonaire idiopathique, l’artériopathie des membres inférieurs et les 
syndromes coronariens aigus ont donc comme élément commun un remodelage vasculaire. 
Ce remodelage peut participer à la pathogenèse de la maladie (angiogenèse augmentée 
mais aboutissant à un remodelage dysfonctionnel) ou être déclenché dans le cadre d’un 
phénomène de compensation par rapport à une situation d’ischémie. L’artériopathie des 
membres inférieurs illustre une situation d’ischémie chronique, les syndromes coronariens 
aigus quant à eux illustrent une situation d’ischémie aigue. Ces trois pathologies vasculaires 
ont été étudiées selon une méthodologie commune qui est exposée dans la partie « objectifs 
du travail » de cette thèse, et ont permis d’apporter des nouvelles données concernant la 











Jusqu’en 1997, la néovascularisation post-natale était considérée comme résultant 
uniquement de la prolifération, de la migration, et du remodelage de CE complètement 
différenciées présentes dans la circulation vasculaire 18, 19, cette conception faisant en fait 
référence à l’angiogenèse. La mise en évidence par Asahara en 1997 4 des progéniteurs 
endothéliaux circulants (PEC), d'origine médullaire, dans le sang périphérique de l'adulte, a 
stimulé la recherche de thérapeutiques angiogènes basées sur la greffe de ces cellules. Il 
décrit un système de culture permettant d’obtenir des cellules adhérentes à partir de 
cellules CD34+ ou VEGFR2/KDR+ isolées de sang périphérique humain normal. La majorité de 
ces cellules adhérentes obtenues dans des conditions favorisant la prolifération et la 
différenciation endothéliale, possède des caractéristiques de CE. Elles expriment, en effet, 
les marqueurs CD34, VEGFR2/KDR, Tie-2, CD31, VWF, la E-sélectine, la lectine UEA-1 (Ulex 
europaeus agglutinin-1), l’ « endothelial Nitric Oxyde Synthetase » constitutive (eNOS = 
NOS3), et incorporent les LDL acétylés marqués au 1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-
tetramethylindocarbo-cyanine (Dil-ac-LDL ou Dil-LDL). 
L’équipe de Hammond 20 confirme la présence de PEC CD34+ dans du sang périphérique 
mobilisé après administration de G-CSF. D’autres auteurs ont montré que le marqueur 
CD133, utilisé pour identifier et isoler des cellules hématopoïétiques immatures, est 
également exprimé sur les cellules vasculogéniques circulantes. Ainsi, la population de 
cellules CD133+ est enrichie en cellules vasculogéniques 21, 22. Cet antigène disparaît 
rapidement de la surface des cellules en culture, ce qui confirme que CD133 est un 
marqueur des progéniteurs endothéliaux immatures 23. 
Les progéniteurs endothéliaux ont été isolés à partir de cellules mononucléées de sang 
périphérique en utilisant des marqueurs communs aux deux types cellulaires 
(hématopoïétique et endothélial) : VEGFR2/KDR, CD34, CD133 et CD146 4, 21, 24, 25. Ils sont 
capables de se différencier en CE aussi bien in vitro que in vivo. Les PEC ont été ensuite mis 
en évidence dans le sang placentaire humain 23, 26, 27. 
 
Les PEC ont été utilisés dans de nombreux contextes expérimentaux afin de stimuler 
l’angiogenèse et la réparation vasculaire (endothélialisation / ré-endothélialisation). Ils sont 
capables d’induire une néovascularisation, encore appelée « vasculogenèse post-natale », ce 
concept émergeant donc suite aux travaux d’Asahara en 1997, et introduisant la notion que 
le rôle des progéniteurs endothéliaux n’est pas limité à la vie embryonnaire. Les PEC 
proviennent principalement de la moelle osseuse 28 et ont la capacité de se différencier en 
cellules matures, ce qui démontre l'existence d'un mécanisme complémentaire de 
l'angiogenèse pour assurer la réparation endothéliale ou la vascularisation d’un tissu 
ischémique ou lésé 4, 20, 29. La mobilisation de ces cellules à partir de la moelle osseuse 
constitue une réponse naturelle à l'ischémie tissulaire, avec une migration des PEC sur le site 
de l'ischémie puis leur intégration dans les nouveaux vaisseaux. Plusieurs études ont montré 
l’incorporation des cellules dérivées de la moelle osseuse dans les vaisseaux dans différentes 
situations : au niveau des sites tumoraux 30, lors de blessures 29, 31, dans les sites de 
dénudation endothéliale 32, après des infarctus du myocarde expérimentaux chez la souris 33. 
Dans le cadre de l’infarctus du myocarde notamment, ces données à propos de la 
mobilisation des PEC ont été confirmées chez l’Homme 34. Assmus et al ont ensuite montré 
 22 
la faisabilité et la sécurité de l’injection de PEC autologues avec un potentiel effet bénéfique 
sur le remodelage post-infarctus 35. Chez les individus sains, le taux de PEC pourrait être un 
biomarqueur du risque cardiovasculaire 36. 
 
Depuis 1997, le débat est né puis s’est amplifié quant à l’identité réelle des PEC, leur 
provenance, et leur fonction 37-39. Sept à dix ans plus tard, l’équipe de Mervin Yoder a 
redéfini les PEC en tenant compte de leur développement et leur cinétique d'adhésion ainsi 
que de leur contribution directe à la croissance des vaisseaux par incorporation dans les 
structures vasculaires nouvellement formées 37, 38. Selon cette définition, deux types de PEC 
sont distingués: la première population à se développer en culture et initialement non 
adhérente, qui est liée clonalement aux cellules hématopoïétiques et qui ne s'incorpore pas 
dans les vaisseaux (population initialement décrite par Asahara en 1997), et la population 
qui se développe plus tardivement et qui est immédiatement adhérente, qui ne présente pas 
de marqueurs hématopoïétiques et s’incorpore dans les vaisseaux 38. Ces dernières cellules 
sont aussi appelées « Blood Outgrowth Endothelial Cells » (BOEC) ou encore « Endothelial 
Colony Forming Cells » (ECFC) et sont isolées à partir du sang périphérique et / ou de cordon 
ombilical 28, 40. Elles ont été testées pour restaurer le flux sanguin dans des modèles de 
maladies vasculaires périphériques 41, 42, pour la prévascularisation de la peau 
« décellularisée » ou pour des constructions de tissu osseux 43, 44, et également comme 
véhicule pour la thérapie génique 45, 46. Bien que la capacité à s'infiltrer dans les vaisseaux est 
une caractéristique reconnue des ECFC, leur effet trophique sur la néovascularisation n'est 
pas bien documentée (et même remise en question) 39, ni d’ailleurs leurs interactions 
paracrines avec les cellules non endothéliales. En dehors des PEC, d'autres sources de 
cellules (souches) ont été considérés comme pouvant vasculariser les lésions tissulaires, et 
beaucoup d’études ont été réalisées dans le domaine des cellules souches 
mésenchymateuses (« Mesenchymal Stem Cells » MSC) 47, 48. 
 
Les données actuelles décrivent donc deux types cellulaires au phénotype endothélial, 
définis par leur cinétique d’apparition en culture. Les PEC précoces (également appelés CFU-
Hill 36) sont des cellules d’origine hématopoïétique et plus précisément monocytaire qui 
apparaissent en 4 à 7 jours de culture. Elles expriment les marqueurs CD45 et CD14, ont un 
faible pouvoir prolifératif mais la capacité de sécréter des molécules pro-angiogènes (VEGF, 
SDF-1, IL-8…). Ces cellules peuvent être quantifiées comme décrit par Hill 36. A l’inverse, les 
PEC tardifs, ou ECFC 37, 38, apparaissent après 7 à 20 jours de culture. Ces ECFC expriment 
notamment les marqueurs CD34 et CD146, ont un haut potentiel prolifératif mais sécrètent 
peu de facteurs de croissance 49 (Figure 2). Ils peuvent être cultivés pendant 90 jours et 






Les deux types de PEC contribuent à la vasculogenèse post-natale dans divers modèles 
précliniques d’ischémie 49, 50. Mais plus récemment, seules les cellules ayant le phénotype 
des ECFC ont été mises en évidence dans les néovaisseaux des modèles précliniques 38, ainsi 
que dans les vaisseaux néoformés après injection d’un produit de thérapie cellulaire 
autologue, composé de cellules mononucléées de la moelle osseuse chez l’adulte humain 41. 
Au sein de cette population cellulaire hétérogène de PEC, nous nous intéresseront dans 
cette thèse plus particulièrement aux rôles des ECFC dans ce phénomène de vasculogenèse 
post-natale, impliqué dans différents contextes pathologiques. 
 
Le processus de vasculogenèse post-natale se fait en 3 étapes : la mobilisation des PEC 
depuis leur réservoir médullaire principal, ou d’autres réservoirs potentiel comme le muscle 
squelettique 51, le tissus adipeux 52, l’endothélium 53 ; le recrutement des PEC sur des sites 
ischémiques ou lésés ; leur différenciation en CE. 
La mobilisation est régulée par l'hypoxie, une lésion de la paroi vasculaire, des plaques 
athérogéniques, une thrombose coronarienne ou un pontage, qui recrute des progéniteurs 
endothéliaux et augmentent leur nombre en circulation 54-57. Le traumatisme vasculaire 
entraîne la libération de VEGF et de cytokines qui induisent le recrutement des progéniteurs 
endothéliaux 54. L'hypoxie d'un territoire ischémié active la stabilisation de HIF-α (hypoxia-
inducible transcription factor) par inactivation des PHD (prolyl-hydroxylase domain proteins) 
dont l'activité est dépendante de la pression partielle en oxygène. Au lieu d'être dégradé par 
le protéasome (conditions normoxyque ou hyperoxyque), HIF-α se transloque dans le noyau 
où il interagit avec son hétérodimère HIF-β et peut induire l'expression de facteurs 
 
Figure 2 : Deux types de progéniteurs endothéliaux circulants : morphologie, appellations, phénotype. 
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angiogènes comme le VEGF, le SDF-1 (stromal cell-derived factor 1), l'angiopoïétine 2 et le 
SCF (Stem cell factor ou Kit ligand) proportionnellement à la diminution de la pression en 
oxygène 58. Le VEGF active la prolifération et la survie cellulaire par liaison à ses récepteurs 
VEGFR1 et VEGFR2 et la voie de signalisation phosphatidylinositol 3' kinase/AKT 32. Le SDF-1 
se lie au CXCR4 exprimé par les PEC augmentant leur mobilisation et les guidant vers le site 
lésé 59. D'autres cytokines comme le G-CSF (granulocyte - colony stimulating factor) 
favorisent également la mobilisation des progéniteurs endothéliaux et la régénération 
vasculaire 60. Le monoxyde d’azote NO est un médiateur essentiel de la réactivité 
endothéliale et de l'angiogenèse, que ce soit suite à une ischémie ou induite par un facteur 
exogène. Une diminution du NO augmenterait la sensibilité des CE aux stimuli apoptotiques 
et diminuerait la mobilisation des PEC dépendante du VEGF 61. L'activation de la MMP-9 
(matrix metalloproteinase 9) lui permet de cliver le ligand membranaire Kit présent à la 
surface des cellules stromales. Le Kit soluble libéré permettant ainsi aux cellules souches et 
PEC exprimant le cKit de proliférer et migrer vers les zones vascularisées de la moelle 
osseuse 62. Le SDF-1 est aussi un substrat de la MMP-9. Par sa fixation au CXCR4 exprimé sur 
les cellules souches hématopoïétiques (CSH) et les progéniteurs endothéliaux, le SDF-1 des 
cellules stromales retient ces cellules dans la moelle. Le clivage du SDF-1 permet donc la 
mobilisation de ces progéniteurs vers le sang 63. La libération de noradrénaline au niveau 
médullaire induit la mobilisation des PEC par un mécanisme dépendant de la eNOS. 
Le recrutement fait intervenir plusieurs voies. L'augmentation du VEGF par l'hypoxie active la 
voie de la eNOS et augmente l'expression du SDF-1 et de MIF (macrophage migration 
inhibitory factor) au niveau du site ischémié, favorisant ainsi le recrutement des progéniteurs 
endothéliaux et des cellules progénitrices du muscle lisse. Le couple intégrine β2/ICAM-1 est 
également impliqué, avec une augmentation de l'expression d'ICAM-1 après ischémie. Le 
recrutement est également influencé par la eNOS par augmentation de l'expression de la 
proMMP-9 61. Récemment, il a été montré que le système IGF2 (Insulin-like growth 
factor)/IGF2R induisait le « homing » des PEC 64. L'IGF2 généré dans les sites ischémiés ou 
tumoraux contribuerait alors à la vasculogenèse post-natale. Les plaquettes contribuent 
également au recrutement avec notamment la libération de composées angiogènes à partir 
de leurs granules α, tels que le SDF-1 65. Les granules α des plaquettes contiennent aussi des 
substances anti-angiogènes telles que la thrombospondine-1 66. 
Au niveau du site ischémié, les cellules progénitrices peuvent se différencier en CE, voir en 
CML, ou sécréter des facteurs paracrines. Certains progéniteurs endothéliaux, restant dans 
le tissu interstitiel, contribuent de manière indirecte à la réparation des vaisseaux par 
sécrétion de cytokines pro-angiogènes et de facteurs de croissance, qui stimulent la 
prolifération et la migration des CE pré-existantes et activent l'angiogenèse.  
 
Les PEC présentent un intérêt majeur comme marqueur biologique du risque cardio-
vasculaire et des fonctions vasculaires (voir infra, § 1.3.2.1., «Facteurs de risque 
cardiovasculaire modulant le nombre de PEC »). Cependant, il existe de nombreuses 
disparités dans les méthodes de quantification utilisées, entraînant une grande variabilité du 
nombre mesuré de progéniteurs circulants. Les difficultés rencontrées résultent, d’une part, 
d’un manque de marqueurs spécifiques permettant de distinguer les PEC des cellules 
endothéliales matures circulantes (CEC) et des CSH, et d’autre part, de la très faible quantité 
de progéniteurs présents en circulation (entre 0,0001 % et 0,01 % des cellules 
mononucléées). Actuellement, la quantification des PEC est réalisée principalement par deux 
méthodologies : la culture cellulaire et la cytométrie en flux. 
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1.2. Détection et quantification 
 
1.2.1. Cytométrie en flux 
 
Au vu des différentes définitions des PEC disponibles dans la littérature actuelle, il est 
nécessaire de parvenir à distinguer les progéniteurs endothéliaux des progéniteurs 
hématopoïétiques d’une part, et d’autre part parmi les PEC, distinguer les 2 populations 
précédemment décrites. De nombreuses méthodologies ont été élaborées afin de quantifier 
les PEC par cytométrie en flux (CMF) : elle peut être réalisée sur sang total, sur les cellules 
mononucléées (CMN), après divers tris cellulaires (CD34, CD133, CD14), avec ou sans lyse 
des globules rouges, avec des paramétrages différents du cytomètre et différentes stratégies 
d'analyse, et une expression différente des résultats (par quantité de CMN ou par mL de 
sang). Elle nécessite donc l’utilisation combinée de marqueurs hématopoïétiques et 
endothéliaux participant à la définition des PEC tels que notamment les CD133, CD34, CD14, 
CD45 et KDR, afin d’être le plus discriminant possible. 
Aucun consensus n’a encore été établi quant au choix des marqueurs cellulaires et des 
associations à utiliser. Cependant, la plupart des études utilisent le double marquage 
CD34/KDR pour quantifier les PEC 67. Le CD34 est cependant également exprimé par les CSH, 
il convient donc d’utiliser conjointement un marqueur endothélial spécifique, tel que la 
lectine UEA-1, le CD144 (VE-cadhérine), ou encore le VEGFR2 (ou KDR ou Flk1). Ce dernier 
marqueur est également exprimé par les CSH mais au stade précoce seulement, alors qu'il 
est présent à la surface des CE matures. 
Afin de différencier les progéniteurs des CE matures, différentes équipes ont étudié 
l’introduction d’un autre marqueur d’immaturité CD133 (absent des CE matures) 21, en plus 
du CD34 (marqueur de cellules souches). Cependant le CD133 est aussi présent sur les CSH, 
et aucun test clonogénique n'a été réalisé de manière directe avec les cellules CD133+ dans 
cette étude. Cette combinaison a donc été proposée sur la base de l'expression du CD133 
dans la population d'intérêt, les cellules CD34+KDR+. Des données controversées sont ensuite 
apparues concernant le CD133 et la lignée endothéliale. Deux équipes ont publié en 2007 
que les cellules souches CD133+ ne seraient pas à l’origine de la lignée endothéliale 47, 68, 
remettant ainsi en cause l’utilisation de cette combinaison de marqueurs pour identifier les 
PEC. Case et al ont en effet démontré que les cellules CD34+CD133+KDR+ étaient enrichies en 
cellules formant des colonies hématopoïétiques de faible et fort potentiel de prolifération 
(hematopoietic LPP et HPP-CFC) mais ne conduisaient pas à la formation de colonies 
endothéliales, telles que les ECFC ni les CFU-EC. De plus, ces cellules ne formaient pas de 
structures vasculaires dans le Matrigel®. Ils ont de plus démontré que seules les cellules 
CD34+CD45- pouvaient former des colonies d'ECFC en culture. Ainsi, les cellules 
CD34+CD133+KDR+ et les cellules CD34+CD45+ seraient des sous-populations de cellules 
progénitrices hématopoïétiques et non des progéniteurs endothéliaux. De même, 
Timmermans et al ont montré que les cellules CD133+ formaient des colonies de PEC 
précoces mais pas de colonies d'ECFC et n'exprimaient ni le KDR, ni la VE-cadhérine mais le 
CD45. Dans cette étude les cellules formant des colonies d’ECFC sont CD34+KDR+CD34-
CD133-. Inversement, l'étude de Gehling et al 22 a montré que les cellules CD133+, isolées de 
sang périphérique après mobilisation, se différenciaient en CE et s'incorporaient dans les 
vaisseaux lors de la croissance tumorale et la potentialisaient. De plus, lors de leur 
émergence en culture, les PEC tardifs exprimaient des taux non négligeables d’ARNm de 
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CD133 23. Les cellules CD133+ sont donc plutôt des cellules hématopoïétiques qui selon les 
conditions de culture se différencient ou non en PEC. La caractérisation par culture cellulaire 
représente donc un test fonctionnel qui devrait être systématiquement réalisé en 
complément de la caractérisation par CMF. Le phénotype « CD34+KDR+CD45-CD133- » 
pourrait donc être retenu pour caractériser en partie les ECFC. 
La détection de certains marqueurs endothéliaux au sein des PEC précoces pourrait en 
fait être liée à une contamination par les plaquettes en culture 69. Les monocytes pourraient 
en effet capter les microparticules plaquettaires à leur surface, celles-ci étant CD31+, VWF+ 
et lectine+ et possédant des propriétés angiogènes. Les PEC précoces ou CFU-EC se 
présentent donc comme cellules hématopoïétiques angiogènes, alors que les ECFC seraient 
les réels progéniteurs endothéliaux, malgré l’absence de définition phénotypique claire. 
Plus récemment, la CMF polychromatique est apparue 70, et a permis d'améliorer la 
résolution pour les antigènes faiblement exprimés et d'éliminer les cellules responsables des 
faux positifs : les cellules monocytaires (CD14+), les cellules érythrocytaires (CD235a), les 
plaquettes (CD41a+) et les cellules mortes (LIVE/DEAD violet+). Ainsi, Estes et al ont défini 
une population contenant des ECFC présentant le phénotype suivant : CD31+CD34fort CD45-
AC133-CD14-CD41a-CD235a-LIVE/DEAD violet- 71. Ensuite, l'obtention de colonies d'ECFC à 
partir de ces cellules a été démontrée par la même équipe 72, observant également que 
cette population contenait des CEC. Dans ce travail, Mund et al ont comparé l'utilisation de 
la CMF conventionnelle proposée par Duda et al en 2007 73 et une méthode de CMF 
multicouleurs basée sur les recommandations de la CMF polychromatique 74. Ils ont ainsi 
montré une différence importante de détection d’évènements rares entre les deux 
techniques avec 0,262 ± 0,986% de cellules CD31brightCD34+CD45-AC133- par la technique 
conventionnelle versus 0,150 ± 0,0563% par la CMF polychromatique. L'utilisation d'un 
marqueur nucléaire (DAPI) a montré que la proportion d’évènements rares détectée par 
CMF conventionnelle était contaminée par des vésicules extracellulaires endothéliales et 
plaquettaires. Au final cette équipe démontre que les cellules 
CD34+CD146+CD31+CD105+CD45- identifiées par CMF polychromatique, contiennent à la fois 
des ECFC hautement prolifératives (formation de colonies endothéliales en culture, et de 
vaisseaux fonctionnels dans des implants murins de gel de collagène), et des CEC au 
potentiel clonogénique limité ou nul. Cependant Mund et al recommandent d’isoler les 
cellules d’intérêt CD146+ par immunoséparation magnétique (méthode moins délétère pour 
les ECFC que l’isolation par CMF, et permettant d’être en adéquation avec le protocole 
d’isolation de CE de Woywodt et al 75), puis d’associer l’identification par CMF 
polychromatique aux méthodes d’identification en culture. 
 
1.2.2. Culture cellulaire 
 
1.2.2.1. PEC précoces 
 
La quantification des PEC (dans leur globalité) par culture cellulaire consiste à dénombrer 
après isolement des cellules mononucléées totales, soit les colonies de cellules adhérentes 
(sur fibronectine, gélatine ou collagène) doublement positives en immunofluorescence pour 
la fixation de la lectine et l’incorporation des LDL oxydées, soit le nombre de colonies 
cellulaires de PEC précoces d’après leur morphologie. 
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Au début des années 2000, plusieurs équipes 55, 76, 77 ont décrit la même méthode de culture 
permettant d’obtenir des CAC (cirulating angiogenic cells), qui fut utilisée initialement pour 
étudier les PEC 4. Les CMN étaient ensemencées dans un milieu de culture enrichi en 
facteurs de croissance pour la lignée endothéliale, l'EGM2 (Endothelial growth medium 2). 
Après 3 jours de culture, les cellules non adhérentes étaient éliminées. Puis les colonies de 
PEC précoces étaient quantifiées au bout de 4 à 7 jours de culture selon les protocoles. 
Contrairement aux ECFC, les PEC précoces ne donnent pas de colonies secondaires. Par 
contre elles peuvent donner des colonies secondaires hématopoïétiques type CFU-GM via le 
test clonogénique en 3 dimensions dans la méthylcellulose (CFU-GM methylcellulose assay) 
38, 78. Ces cellules expriment les mêmes marqueurs et ont les mêmes fonctions in vitro que 
les CFU-EC ou CFU-Hill. 
Ces 2 dernières dénominations représentent une seconde méthode d’obtention des PEC 
précoces, grâce à une technique développée par Hill et al 36, pouvant être réalisée par 
l’utilisation d'un kit commercial, l'Endocult® (StemCell Technologies). Les CMN isolés du sang 
périphérique ou du sang de cordon sont ensemencées dans le milieu Endocult®, à une 
concentration de 5.106 CMN par puits de plaque 6 puits recouverts ("coating") de 
fibronectine. Après 48 heures, les cellules non adhérentes sont réensemencées à une 
concentration de 1.106 CMN par puits de plaque 24 puits « coatés » avec de la fibronectine. 
Après 3 jours, soit à J5, les colonies de CFU-EC sont comptées. Elles sont formées d'un centre 
de cellules rondes (lymphocytes T 79) entourées de cellules fusiformes. La sélection des 
cellules non adhérentes devait permettre d'éliminer les monocytes/macrophages mais ces 
colonies expriment également des marqueurs monocytaires. Les CFU-Hill ne présentent pas 
toutes les caractéristiques morphologiques des PEC précoces, car seules les cellules 
fusiformes sont observées dans les cultures de PEC précoces/CAC. Par ailleurs, on obtient un 
nombre beaucoup plus important de CAC que de CFU-Hill en culture. 
 
1.2.2.2. PEC tardifs ou ECFC 
 
Pour obtenir en culture des PEC tardifs, les CMN sont ensemencées sur du collagène-I de rat 
dans un milieu de culture enrichi spécifique de la lignée endothéliale, l'EGM2 (Figure 3). Ici, 
les cellules non adhérentes sont éliminées dès les premiers jours de culture. Les colonies 
apparaissent entre 7 et 20 jours de culture à partir du sang périphérique, 5 à 7 jours si les 
CMN viennent de sang de cordon. Aucune équipe à ce jour n’a pu obtenir des ECFC à partir 
de CMN isolées de la moelle osseuse. En effet, seules les cellules mésenchymateuses, qui ont 
un net avantage de prolifération, sont obtenues et elles ne se différencient pas en CE 80. 
Plusieurs facteurs influencent la prolifération et la différenciation des cellules en culture : les 
facteurs de croissance utilisés, la matrice d'adhésion des cellules, le contact avec une 
matrice extracellulaire ou un type cellulaire spécifique notamment. La nature de la matrice 
extracellulaire est très importante. Celle-ci est en effet impliquée in vivo dans la régulation 
de la migration, la prolifération et la survie des CE 81. De plus, elle permet le processus de 
morphogenèse vasculaire par la transmission de signaux via les intégrines qui contrôlent le 
cytosquelette d'actine. La culture des ECFC nécessite d'être uniformisée, différentes 
conditions ont en effet été utilisées pour leur culture et sont résumées dans la figure 3. 
La quantification des ECFC est plus difficile à mettre en œuvre pour les larges cohortes 
d’études cliniques car elle nécessite des longs protocoles de culture et un grand volume de 
sang en raison de leur présence en faible quantité. Le développement récent d'une méthode 
de quantification des ECFC par cytométrie en flux permettra probablement une plus grande 
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étude de cette sous-population 71. Actuellement, l'absence de corrélation entre ces 
différents tests 82-84, en lien avec l'hétérogénéité des sous-populations de PEC dénombrées, 





































Adaptée de Fadini GP et al, Circ Res. 2012;110:624-637 
Figure 3 : Principales méthodes d’obtention des PEC en culture et caractéristiques phénotypiques. 
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1.3. Propriétés in vitro et in vivo 
 
Les ECFC présentent des caractéristiques de progéniteurs. On en trouve à une 
concentration de 2 à 5 cellules/mL dans le sang de cordon, et environ 0,05 à 0,2 cellules/mL 
dans le sang adulte 37 à différencier des CEC, présentes dans le sang adulte à raison de 3 
cellules/mL 75. Étant donné l’utilité potentielle des PEC comme marqueurs cellulaires de 
cancer ou de pathologie cardiovasculaire, mais également comme produits de thérapie 
cellulaire, une meilleure caractérisation de ces cellules est nécessaire. Dans ce contexte, une 
expression sélective des BMP2/4 (bone morphogenetic proteins 2 and 4) dans les ECFC par 
comparaison aux PEC précoces a été montrée ainsi que le rôle angiogène de ces molécules 
41. Notre équipe a également décrit une différence d'expression de l'IL-8 (CXCL-8), 
importante à l'état basal dans les CFU-EC isolés de sang adulte, contrairement aux ECFC 85. 
Les récepteurs CXCR1 et CXCR2 de l’IL-8 sont également très exprimés dans les CFU-EC, alors 
que les ECFC ne les expriment pas 85. D'autre part, avant de qualifier de PEC des populations 
cellulaires identifiées par cytométrie, il serait nécessaire de les caractériser au niveau de leur 
morphologie cellulaire et par un test clonogénique, avant de tester leur rôle dans des 
modèles in vitro ou in vivo 86. L’équipe de David Ingram et Mervin Yoder a développé en 
2004 un test clonogénique pour quantifier le potentiel prolifératif des CE dérivées des PEC 
de sang de cordon et de sang adulte 37. Déterminer si une cellule est capable de se diviser et 
de former des colonies en l'absence d'autres cellules constitue le test le plus rigoureux pour 
définir une cellule progénitrice. Il est réalisé par un essai clonogénique avec une seule cellule 
où les conditions doivent être bien définies. Les limites de cette méthode sont, entre autres, 
un problème de reproductibilité et l'absence de la coopération avec d'autres types 
cellulaires qui peut être nécessaire pour leur activité. 
 
1.3.1. Capacités angiogènes 
 
Comme initialement décrit par Asahara et al. en 1997 4, certaines cellules sanguines 
circulantes dérivées de la moelle osseuse migrent vers le site de la lésion vasculaire et 
restaurent la circulation sanguine en formant de nouveaux vaisseaux. Ces cellules étant 
identifiées comme des progéniteurs endothéliaux, ce processus de vascularisation donnera 
naissance au concept de vasculogenèse postnatale.  
Dans l'ensemble, la plupart des méthodes de culture à court terme ou à long terme ont 
donné des cellules ayant la capacité d'améliorer la néovascularisation dans des modèles 
précliniques 38, 49, 50, 87. Cependant, les cellules obtenues par ces protocoles diffèrent quant à 
leur capacité à se différencier en CE et à former physiquement de nouveaux vaisseaux. La 
plupart des études suggèrent que les cellules obtenues par les méthodes de culture à court 
terme (« PEC précoces », CFU-EC) renforcent essentiellement la formation des vaisseaux en 
fournissant un puissant mélange de facteurs de croissance qui soutient l’angiogenèse 77, 88-90. 
Au contraire, les cellules obtenues après une méthode de culture à long terme (ECFC) 
peuvent générer des CE et ainsi contribuer physiquement à la formation de nouveaux 
capillaires 38, 49. Il est à noter que l'évaluation fonctionnelle des ECFC en est plutôt à ses 
balbutiements comparée à l'étude des CFU-EC, qui a fait l'objet de critiques approfondies et 
de réévaluations. L'utilisation de l'imagerie confocale 3D avancée a sensiblement 
redimensionné le cadre dans lequel les cellules dérivées de la moelle osseuse semblent 
contribuer à l'endothélium périphérique dans différents contextes 91-94. La capacité des ECFC 
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à se différencier en endothélium mature et à remplacer l'endothélium périphérique in vivo 
doit être étudiée avec la même rigueur. Une autre caractéristique importante des ECFC est 
qu'elles forment des structures vasculaires in vitro en l'absence de co-culture, alors que les 
CFU-EC nécessitent l'interaction avec les CE, et notamment, favorisent la formation d’un 
réseau vasculaire de CE matures in vitro 39. De plus, l'environnement in vivo pourrait 
influencer le devenir et la fonction cellulaire. Ainsi, dans des conditions ischémiques, 
l'injection de CE matures ne permet pas d’améliorer la néovascularisation 56, 95, 96, bien 
qu’elles forment des structures vasculaires dans les implants de Matrigel® 97. Un niveau de 
complexité supplémentaire est représenté par la constatation que les cellules circulantes - 
ou dérivées - de la moelle osseuse peuvent être incorporées dans la zone périvasculaire, et 
de ce fait favorisent indirectement la croissance des vaisseaux, et potentiellement leur 
stabilité, sans former de néo-endothélium. Cette fonctionnalité a d'abord été démontrée 
pour les cellules hématopoïétiques 98, comme les « TEM » (Tie2-expressing monocytes) 99, et 
a été confirmé pour les PEC humains, qui peuvent exister dans un état quiescent 
périvasculaire en l'absence d'ischémie, lorsque Fadini et al ont observé qu’ils sont recrutés 
vers la couche intimale après un stimulus ischémique 100. Des expériences de « gènes 
suicides » ont documenté que les CFU-EC injectées chez des souris après infarctus du 
myocarde, s’incorporent physiquement dans les vaisseaux in vivo pendant plusieurs 
semaines, sans pour autant former de nouvelles CE, et s’avèrent nécessaires pour soutenir 
l'angiogenèse post-ischémique 101. 
 
1.3.2. Facteurs modulant leur nombre ou leurs propriétés angiogènes  
 
1.3.2.1. Facteurs de risque cardiovasculaire modulant le nombre de PEC 
 
Des études cliniques ont montré que le nombre de PEC circulants est inversement corrélé 
aux facteurs de risque classiques d’athérosclérose 36, 102. De plus, les PEC isolés par 
cytométrie en flux et identifiés en culture (CD34+ KDR+, puis quantification des colonies avec 
l’EndocultÒ) chez les patients coronariens présentent une diminution de leur capacité 
migratoire, inversement corrélée avec le nombre de facteurs de risque cardiovasculaire (CV) 
102. 
Cependant, dans la plupart des études cliniques brièvement résumées dans ce paragraphe, 
le nombre de patients inclus est généralement faible (seulement 6 études sur les 20 
présentées dans le tableau 1 incluent un nombre de patients supérieur à 100) et souvent 
comparé à des groupes de patients non correctement appariés. Ainsi, l’étude princeps de 
l’équipe de Stefanie Dimmeler qui a démontré pour la première fois que le nombre et/ou la 
fonctionnalité des PEC étaient inversement corrélés aux facteurs de risque cardiovasculaire 
comprenait seulement 45 patients vs 15 témoins 102. Du fait du manque de standardisation 
des méthodes de quantification, et à cause de ces problèmes méthodologiques, les résultats 
des corrélations cliniques présentés ici sont à interpréter avec prudence. Ces problèmes 
méthodologiques expliquent au moins en partie les différents résultats retrouvés dans les 
études sur les PEC en pathologie humaine (ex : hypertension artérielle pulmonaire, cf infra). 
Ces paramètres pris en considération, plusieurs études ont cependant démontré que le 
nombre de PEC circulants est réduit en présence de facteurs de risque cardiovasculaire 
classiques, indépendamment d’une maladie cardiovasculaire (MCV) établie. Même les 
facteurs de risque non modifiables semblent affecter les PEC : les sujets âgés et de sexe 
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masculin ont des taux moins élevés de PEC CD34+ KDR+ que les individus plus jeunes 103 et de 
sexe féminin 104, respectivement. Bien que ce phénomène reflète l’appauvrissement 
progressif en cellules souches survenant avec l'âge, la différence entre les sexes par rapport 
aux PEC constitue probablement l'un des déterminants de la protection cardiovasculaire 
chez les femmes fertiles. Il n'est pas encore clairement établi si les antécédents familiaux de 
MCV sont associés à des taux bas de PEC, indépendamment d’autres facteurs de risque 102, 
105, par contre le fond génétique a un rôle reconnu 106. En effet, chez des patients sous 
insulinothérapie, le génotype « SDF1-3’ A/G » augmente le recrutement des cellules CD34+ 
CD133+ 106. 
Parmi les facteurs classiques de risque CV, le tabagisme 107-111, l'hypertension 112-118, 
l’hypercholestérolémie 119, 120, l'obésité 121-123, et le diabète 124-128 ont toujours été associées 
à une réduction des taux de PEC circulants, même en utilisant des méthodologies différentes 
pour quantifier les PEC, allant de l'analyse par FACS à la culture cellulaire. Des corrélations 
linéaires ont également été retrouvées entre la sévérité du facteur de risque et le taux de 
PEC, ce qui soutient un lien de causalité entre les facteurs de risque et la réduction du 
nombre de PEC (Tableau 1). 
En ce qui concerne les facteurs de risque émergents, des associations ou des corrélations ont 
été démontrées entre la réduction du nombre de PEC et l’hyperhomocystéinémie 129, la 
microalbuminurie 130, l’inflammation 131 et la résistance à l'insuline 132. En plusieurs 
occasions, les mécanismes par lesquels un facteur de risque donné affecte la biologie de PEC 
ont été identifiés 133. A noter que les facteurs de risque CV surviennent le plus souvent en 
association chez les mêmes patients. Bien que plusieurs études cliniques aient montré l'effet 
indépendant du facteur de risque en analyse multivariée, il n’est pas encore élucidé dans 
quelle mesure la présence de facteurs de risque individuels ou leur combinaison peut 
diminuer le nombre de PEC. En effet plusieurs études montrent que le nombre de PEC 
diminue progressivement, en parallèle à l’augmentation du nombre de facteurs de risque 102, 
125. Dans le cadre du syndrome métabolique, le regroupement des facteurs de risque 
diminue de façon synergique le nombre de cellules CD34+ circulantes 133. Par ailleurs, 
certaines études ont démontré que les traitements spécifiques ciblant les facteurs de risque 
sont capables de normaliser les taux des PEC. 
Les traitements antihypertenseurs avec différentes classes de médicaments ont démontré 
leur capacité à limiter la réduction du nombre de PEC chez les patients hypertendus 134, 135. 
Dans l’ensemble, ces données montrent régulièrement que les taux de PEC sont réduits en 
présence de facteurs de risque CV, en particulier quand ils sont associés, et que cette 




Certaines études ont souligné les effets néfastes du diabète de types 1 et 2 sur le nombre et 
la fonctionnalité des PEC 31, 127. Tepper et al ont montré que, dans le diabète de type 2, les 
capacités prolifératives et adhésives des PEC sont réduites. De plus, les PEC de sujets 
diabétiques forment moins de tubes en Matrigel® que des PEC de sujets témoins. De façon 
intéressante, l’hémoglobine glyquée est inversement corrélée au nombre et aux capacités 
des PEC in vitro dans les diabètes de type 1 et 2. Dans ce contexte, les effets néfastes de 
l’hyperglycémie ont été attribués à une diminution de la production de NO et donc d’activité 
de la MMP-9 136. Par ailleurs, dans un modèle expérimental d’ischémie de la patte chez la 
souris diabétique 137, il existe une diminution de la mobilisation des PEC médullaires dans la 
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circulation. Cependant, dans une étude plus récente, il est rapporté que chez les patients 
diabétiques (aussi bien non compliqués que compliqués d’AOMI) la dysfonction endothéliale 
résulterait plutôt d’une maturation altérée des PEC (marqueur de la régénération 
endothéliale)138. En effet, ces groupes de patients diabétiques présentent une augmentation 
du nombre de PEC CD34+/CD133+/CD117+ parallèlement à une diminution du nombre de 
PEC CD31+/CD144+/VEGFR2+, ainsi qu’une augmentation du nombre de CEC (cellules 
CD31+/CD146+, marqueur de l’atteinte endothéliale). Les hypoglycémiants associés à une 
insulinothérapie chez les patients diabétiques ont pu augmenter le nombre de PEC circulants 
CD133+/KDR+ et CD34+/CD133+/KDR+ 139, tandis que d'autres molécules (statines, molécules 
activant le système rénine-angiotensine-aldostérone, œstrogènes, érythropoïétine) peuvent 




Un des facteurs de risque cardiovasculaire les plus importants est l’augmentation de la 
concentration d’une fraction lipidique, le LDL-C (low density lipoprotein cholesterol). 
Cependant, peu d'études ont étudié l'influence des LDL sur les PEC 119, 141-143. Les LDL oxydés 
seraient, en outre, capables d’accélérer l’apparition de la sénescence de ces cellules, ce qui 
pourrait expliquer la baisse du nombre de PEC chez les patients présentant une 
hyperLDLémie 142. Les effets du LDL-C sur la sénescence des PEC pourraient être 
contrebalancés par utilisation des statines 144, 145, qui semblent représenter le meilleur 
traitement pour augmenter le nombre de PEC 145. 
Noor et al ont exploré l’influence des « high density lipoprotein cholesterol » (HDL-C) sur le 
nombre et la fonctionnalité des PEC 146. Cette étude montre que des patients présentant des 
taux bas de HDL-C présentaient parallèlement des taux bas de PEC, cet effet étant attribué à 
l’effet inhibiteur des HDL-C sur la NOS3. De plus, le HDL-C permettrait de prévenir l’apoptose 
des PEC en inhibant la caspase-3. Plus récemment, une équipe italienne a montré que chez 
des patients hypercholestérolémiques, le sous-groupe ayant un taux normal de HDL-C 
présentait un nombre de PEC significativement plus élevé, ainsi que des capacités 
migratoires (évaluées sur des CFU-EC) mieux préservées, par rapport au sous-groupe avec un 
taux diminué de HDL-C 120. L’amélioration des propriétés angiogènes in vitro des CFU-EC par 
les HDL, ainsi que leur capacité à inhiber l’apoptose avaient également été confirmées par 
l’équipe de Werner 147. La LDL-aphérèse chez les patients atteints d'hypercholestérolémie 
familiale augmente les PEC CD34+ KDR+ (bien que le nombre de cellules CD34+ CD133+ KDR+ 




Le tabagisme est un facteur de risque cardiovasculaire important, et qui a été associé à une 
diminution du nombre de PEC 102. Cependant, une étude récente a montré que le rôle de la 
nicotine est très complexe et dose-dépendant : elle augmenterait notamment le nombre de 
PEC, leurs capacités proliférative, migratoire, et adhésive, mais également leur capacité de 
vasculogenèse in vitro à de faibles concentrations de nicotine (10-12 à 10-8 M). Par contre la 
cytotoxicité apparaît à de plus fortes concentrations (> 10-6 M) 149. Chez l'homme, des 
niveaux bas de PEC ont été retrouvés chez des fumeurs chroniques (n = 15). Le taux de PEC 
CD45dim CD34+ CD133+ KDR+ remonte après cessation du tabac en moins de 4 semaines 107. 
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Cependant, aucune différence n’a été retrouvée chez les patients qui ont reçu un patch de 
nicotine après l’arrêt du tabac, par comparaison aux patients n’en ayant pas reçu. Ainsi les 
effets directs de la nicotine sur le nombre de PEC peuvent être discutés, du moins in vivo. 
Plus récemment, l’équipe de Asahara a montré que la nicotine ne modifiait pas les 
propriétés proliférative et migratoire des PEC, mais qu’elle avait un effet anti-apoptotique, 
et qu’après administration per os, elle améliorait la reperfusion après injection de PEC dans 
le modèle murin de la patte ischémiée 150. 
En 2010, une étude menée chez 32 femmes saines en âge de procréer, montre que le 
nombre de PEC corrèle positivement avec la fonction vasculaire, et qu’il diminue avec le 
tabagisme (au moins 15 cigarettes par jour pendant au moins 1 an) par rapport aux 15 
femmes qui n’ont jamais fumé 109. 
 
1.3.2.1.4. Absence d’exercice physique 
 
L'inactivité physique a été associée à une plus grande fréquence de maladies 
cardiovasculaires, mais également à une augmentation du stress oxydatif, de 
l’athérosclérose et des dysfonctions endothéliales 151. Il a été mis en évidence que les souris 
avec une activité physique régulière avaient un nombre de PEC plus élevé que les souris 
soumises à un style de vie sédentaire. Chez l'homme, une augmentation significative des PEC 
est observée chez les patients qui ont repris une activité physique normalisée pendant un 
programme de réadaptation 152, chez des patients coronariens soumis à un entraînement 
physique 153, et chez des volontaires sains soumis à un exercice physique de 30 minutes 154. 
De manière intéressante, après un exercice physique de 15 minutes maximum, le nombre de 
PEC (définis en CMF comme CD34+/CD133+/VEGFR2+ et en culture comme CFU-EC) 
augmente chez une population de volontaires sains (moyenne d’âge 33 ans) ainsi que chez 
des patients artéritiques (moyenne d’âge 69 ans), alors que chez des patients âgés non 
artéritiques (moyenne d’âge 66 ans) il n’y a pas de modifications notables, ou alors une 
légère tendance à l’augmentation 155. Par contre lorsque la définition cytométrique des PEC 
prend en compte la négativité CD31, on observe alors une diminution après l’exercice 
physique chez les sujets âgés artéritiques ou non 155. Les PEC définis comme 
CD34+/VEGFR2+/CD146-/CD31- quant à eux diminuent après l’exercice physique chez les 
sujets jeunes et chez les artéritiques mais augmentent chez les sujets âgés sains 155. Ces 
résultats soulignent les difficultés de standardisation quant à la définition phénotypique des 
PEC. 
Dans une autre étude, chez un groupe de patients artéritiques, l’exercice physique 
augmente significativement le nombre de PEC (CAC et CFU-EC) parallèlement à une 
diminution de la diméthylarginine asymétrique (inhibiteur de la NO synthase, utilisé comme 
marqueur reflétant la fonction endothéliale), par rapport au groupe de patients bénéficiant 
du traitement médical de référence 156. Cependant, contrairement à l’étude menée par 
Sandri et al 153, une autre équipe a observé plus récemment que l’exercice physique ne 
modifiait pas le nombre de PEC (CD34+/KDR+), ni même les taux de CRP ultra sensible 
(reflétant l’inflammation), de superoxyde dismutase et de 8-isoprostane (ces 2 derniers 
marqueurs reflétant le stress oxydatif) chez un autre groupe de  patients coronariens 157. 
Alors qu’elle observait parallèlement une amélioration de la fonction endothéliale (évaluée 
par la dilatation de l’artère brachiale médiée par le flux) et de la capacité à l’exercice 
physique, indépendamment donc de l’inflammation, du stress oxydatif et du nombre de PEC. 
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Enfin, la perte de poids augmentent le nombre de cellules CD34+ et CD34+/c-KIT+ chez les 
patients obèses, de façon proportionnelle par rapport au degré de perte de poids 121. 
 
1.3.2.1.5. Autres facteurs de risque 
 
D’autres facteurs de risque cardiovasculaire ont été associés à un nombre réduit de PEC, 
dont l’hyperhomocystéinémie 158 et une protéine C-réactive (CRP) élevée 159, 160. La CRP est 
un marqueur important de l'inflammation qui est associé au dysfonctionnement endothélial 
et à l'athérosclérose. Quand les PEC sont cultivés en présence ou non de CRP, avec une 
concentration de CRP > 15 µg/mL le nombre de colonies de PEC in vitro diminue 160. 
Le sexe intervient également comme facteur modulant le nombre de PEC, par le biais de 
l’imprégnation hormonale. En effet, les œstrogènes protègent du risque cardiovasculaire et 
augmentent le nombre de PEC via des mécanismes anti-apoptotiques, et diminuent la 
formation de la néo intima 161. 
Le vieillissement global de la population constitue un paramètre qui favorise l’apparition de 
co-morbidité, dont la plupart des pathologies cardiovasculaires et leurs facteurs de risque 
associés, évoqués dans les paragraphes précédents. De façon intéressante, Shaffer et al 
retrouvent la diminution du nombre de progéniteurs circulants (définis comme CD34+, 
CD133+, et CD34+CD133+) avec l’âge chez des sujets sains (33 ans versus 66 ans). Mais 
aucune différence n'est rapportée pour les PEC pour lesquels plusieurs définitions 
cytométriques ont été utilisées incluant toutes le marqueur KDR, ni pour les CFU-EC 




Facteur de risque 
Patients 
inclus 
Effet / phénotype des PEC Corrélations / Observations 
Diabète    
Fadini et al 
125
 68 
CD34 et CD34/KDR diminuées dans le 
diabète de type 2 
Corrélation directe avec l’ « ABI » (ankle-
brachial index)  
Fadini et al 
126
 219 
CD34/KDR diminuées dans le diabète 
nouvellement diagnostiqué, et CD34 
diminuées dans l’état prédiabétique 
Corrélation négative avec la glycémie post-
prandiale immédiate et à 2 heures 
Loomans et al 
127
 40 
PEC précoces diminués dans le diabète de 
type 1 
Corrélation négative avec l’hémoglobine 
glyquée HbA1c 
Egan et al 
124
 137 
Diminution de plusieurs phénotypes de 
PEC (FACS) dans le diabète de type 2 
Corrélation négative avec la présence de 
multiples complications du diabète 
Hyperlipidémie    
Rossi et al 
120
 80 
CD34/CD133 et fonctions des PEC précoces 
diminuées chez les patients avec taux 
élevés de LDL-cholestérol 
Corrélation inverse et directe entre PEC et 
LDL-cholestérol 
Chen et al 
119
 40 
PEC précoces diminués chez les patients 
hypercholestérolémiques 
Article rétracté depuis septembre 2010 
Tabagisme    
Kondo et al 
107
 29 
CD45 dim/CD34/CD133/KDR diminuées Corrélation inverse avec le nombre de 
cigarettes ; augmentation après arrêt du 
tabac et nouvelle diminution après reprise 
Ludwig et al 
109
 32 
CFU-EC & CD34/CD133 diminuées chez les 
femmes tabagiques 
Indépendant du cycle hormonal 
Yue et al 
110
 174 
CD34/KDR & CD133/KDR diminuées Inversement corrélée avec la pression 
artérielle pulmonaire la résistance 
vasculaire 
Michaud et al 
111
 26 
Diminution des PEC précoces chez les 
individus sains tabagiques vs individus 
contrôles 
Corrélation directe avec la capacité 
antioxydante du plasma et les 
concentrations en nitrites 
Absence d’exercice 
physique / obésité 
 
  




Diminution des CD34/KDR, CD34/CD133, 
CD34/c-kit chez les individus obèses vs les 
individus en surpoids 
Corrélation négative entre les PEC et l’IMC 
Tobler et al 
123
 90 
Diminution des CD34/KDR, 
CD34/CD133/KDR chez les individus obèses 
Corrélation négative avec l’IMC 
Heida et al 
122
 98 
Fonctions des PEC précoces diminuées 
chez les patients obèses 
Réversible par inhibition de la p38 MAPK 
Hypertension    
Pirro et al 
112
 60 
Taux de CD34/KDR diminué chez les 
patients avec hypertension essentielle 
Corrélation avec l’expression du facteur de 
différenciation HOXA9 
Oliveras et al 
113
 69 
Diminution des CD45 dim/CD34/CD133 et 
des PEC précoces chez les patients avec 
hypertension réfractaire 
Indépendante des facteurs de risque 
d’hypertension cofondateurs 
Umemara et al 
114
 160 
Diminution des CD45 dim/CD34/CD133 et 
chez les patients avec hypertension 
L’hypertension et l’âge sont des prédicteurs 
indépendants de la diminution du nombre 
de PEC 
Giannotti et al 
115
 52 
Diminution des CD34/KDR chez les patients 
préhypertendus et hypertendus 
Fonctions des PEC altérées 
Delva et al 
116
 60 
Taux normaux de CFU-EC chez les patients 
avec hypertension essentielle 
Absence de corrélation avec la pression 
artérielle 
Yang et al 
117
 41 
Taux normaux de CD34/KDR chez les 
patients avec hypertension essentielle mais 
fonctions diminuées des PEC précoces in 
vitro 
Capacités proliférative et migratoire des 
PEC en corrélation étroite avec l’élasticité 
artérielle 
Lee et al 
118
 128 
Diminution des CD34/KDR chez les patients 
hypertendus avec hypertrophie 
ventriculaire gauche 
Capacité adhésive des PEC diminuée chez 
les patients hypertendus avec hypertrophie 
ventriculaire gauche 
 
Tableau 1 : Principales études cliniques rapportant une altération du nombre de PEC et / ou de leurs propriétés 
en fonction des facteurs de risque cardiovasculaire. Adapté de Fadini GP et al, Circ Res 2012;110:624-637 
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1.3.2.2. Facteurs modulant leurs propriétés angiogènes 
 
Alors que dans l’angiogenèse tumorale il s’agit principalement d’un désordre endothélial, 
dans les maladies non néoplasiques la croissance et le remodelage vasculaires impliquent les 
CE et les CML. L’inflammation et l’hypoxie contribuent à l’angiogenèse dans ces pathologies 
vasculaires non néoplasiques. Seront développés dans ce paragraphe, de façon non 
exhaustive, les principaux facteurs pro- et anti-angiogènes ayant au moins une action sur les 
PEC. 
 
1.3.2.2.1. Facteurs pro-angiogènes 
 
VEGF et vasculogenèse post-natale 
 
Le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) a d’abord été décrit comme le « VPF» 
(vascular permeability factor ), en raison de ses propriétés de contrôle de la perméabilité 
vasculaire 163. Il intervient dans les processus angiogènes normaux et pathologiques. Le VEGF 
dérive d’une famille de supergènes très proches qui inclut le VEGF-A, le PIGF (placental 
growth factor), le VEGF-B, le VEGF-C, le VEGF-D, VEGF-E et le VEGF-F. Le PlGF et le VEGF-B se 
lient et activent essentiellement le VEGFR1. Le VEGF-E a été identifié dans le génome d’un 
Parapoxvirus et montre une haute affinité pour le VEGFR2. Le VEGF-F et la Vammin sont des 
« VEGF » retrouvés dans des venins de serpents, présentant également une forte affinité 
pour le VEGFR2. Le VEGF-C et le VEGF-D sont impliqués dans le développement et la 
régulation de la lymphangiogenèse, via le VEGFR3. Le VEGF-A (communément désigné sous 
le terme « VEGF ») est le régulateur majeur de l’angiogenèse. 
Le gène du VEGF-A contient 8 exons qui donnent par épissage alternatif différentes 
isoformes. Les 4 isoformes les plus importantes sont le VEGF121, le VEGF165, le VEGF189 et le 
VEGF206. 
Le VEGF121, en l’absence de l’exon 7, ne fixe pas l’héparine et diffuse librement, tandis que 
les VEGF 189 et 206 sont complètement séquestrés dans la matrice extracellulaire (MEC) et se 
lient à l’héparine. Le VEGF165 est l’intermédiaire entre ces différentes formes, il fixe 
l’héparine et une fraction importante du VEGF165 sécrété est enchâssée dans la MEC. De 
plus, il a la capacité de fixer la neuropiline-1. Le VEGF165 est l’isoforme qui semble la plus 
impliquée dans l’angiogenèse ; il restaure un phénotype tumoral sur des cellules VEGF-/- et 
sa surexpression provoque chez la souris des saignements intracérébraux par formation 
excessive et trop rapide de capillaires 164. 
Le VEGF stimule in vitro la prolifération et la migration des CE et leur organisation en tubes 
capillaires. Il stimule la perméabilité des capillaires, induisant l'extravasation de protéines 
telles que le fibrinogène permettant ainsi la formation d’un gel de fibrine propice à la 
migration et l'organisation des CE 165, 166. Il induit également l'extravasion de la fibronectine 
ou de la vitronectine qui modifient la composition de la MEC et facilitent l'angiogenèse 167. 
Le VEGF stimule également l'expression et le relargage de différentes enzymes 
protéolytiques favorisant la lyse de la membrane basale et de la MEC, préalable 
indispensable à l'invasion d’un tissu par les néovaisseaux. 
L'activité du VEGF s'étend au-delà de l'étape de bourgeonnement des capillaires. Une 
stimulation constante par le VEGF semble nécessaire à la stabilisation des vaisseaux 
nouvellement formés. De plus, le VEGF serait un facteur de survie des CE 168. Chez l'adulte, le 
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VEGF est produit dans de nombreux tissus normaux. Il pourrait jouer un rôle dans la 
différenciation, notamment dans la fenestration de l'endothélium 169. 
L'expression du VEGF est induite par de nombreux facteurs de croissance et de cytokines 
mais le stimulus le plus puissant reste l'hypoxie 170. L'hypoxie stimule la production du 
facteur de transcription HIF (hypoxia-inducible transcription factor) 171, 172. Cette protéine 
coordonne la stimulation de facteurs de croissance comme les VEGF, l'angiopoïétine-2, le 
PDGF, le TGF-β et d'autres molécules. Expérimentalement, les tumeurs n'ayant pas de HIF 
n'expriment pas le VEGF et ne développent pas de vascularisation 173. En effet, il a été 
montré que le VEGF joue un rôle déterminant dans la réponse angiogène survenant après 
une ischémie du membre inférieur dans un modèle murin, le blocage de ce facteur 
entraînant une réduction significative du nombre de néovaisseaux et une altération de la 
récupération du flux sanguin 174. De plus, il joue un rôle dans la cicatrisation, la rétinopathie 
proliférative 175 et la progression tumorale 176. 
De façon analogue à son effet sur les propriétés angiogènes des CE matures, le VEGF module 
celles des PEC. En effet, Dragoni et al ont montré que le VEGF stimule la prolifération et la 
tubulogenèse des ECFC en provoquant des oscillations de la concentration intracellulaire en 
Ca2+ et en activant le NFκB 177. L’équipe de Guan a également montré que le VEGF (à 50 
ng/mL) augmentait la prolifération des PEC, en potentialisant l’activité enzymatique de la 
calcineurine, en activant NFAT2 (nuclear factor of activated T-cells), de même que 
l’expression de la eNOS et donc la production de NO 178. Par ailleurs, notre équipe a déjà 
montré que le VEGF stimule la migration des ECFC de façon dose-dépendante (pour les 
doses 10, 50 et 100 ng/mL) 179. De plus l’effet chimiotactique vis-à-vis du VEGF est 
significativement plus important pour les ECFC cultivés pendant 5 semaines comparé aux 
ECFC cultivés pendant 3 semaines, dû à une augmentation de l’espression du VEGFR2 179. 
 
Les 3 récepteurs au VEGF sont présents à la surface des CE et des cellules souches 
hématopoïétiques 180. Ils sont constitués de 7 domaines extracellulaires, d’une région 
transmembranaire et d’un domaine intracytoplasmique tyrosine kinase. Par ailleurs, notre 
équipe a également vérifié que les ECFC expriment les ARN messagers des 3 VEGFR 179. 
 
VEGFR et vasculogenèse post-natale 
 
VEGFR1. 
Son rôle exact est controversé : le VEGFR1 a des propriétés différentes chez l’adulte 
et chez l’embryon, sur les CE et les cellules issues de la moelle osseuse. Au niveau 
embryonnaire, les souris VEGFR1-/- meurent, in utero, aux alentours du neuvième jour de 
gestation 181. Les CE sont développées mais non organisées en réseau vasculaire. Une 
prolifération excessive des cellules vasculogéniques est responsable de la mortalité 
suggérant un rôle de régulateur négatif du VEGFR1 lors de l’embryogenèse 182. Son action est 
liée à une diminution du VEGF disponible dans l’espace intercellulaire par compétition entre 
les 2 récepteurs VEGFR1 et 2. L’hypothèse a été confirmée par une étude sur des souris 
transgéniques ayant un VEGFR-1 dépourvu d’activité tyrosine kinase qui se sont développées 
normalement sans aucune anomalie du réseau vasculaire 183. Hiratsuka et al ont donc 
également proposé en 2001 (comme Fong et al en 1999) que le VEGFR1 avait un rôle de 
régulateur négatif de la vasculogenèse en séquestrant le VEGF, étant donné sa faible activité 
tyrosine kinase. En effet, la perte totale de VEGFR1 conduit à une désorganisation du 
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développement vasculaire normal, mais la délétion ciblée de son domaine tyrosine kinase 
n’empêche pas la vasculogenèse / angiogenèse normales chez l’embryon 184. L’effet 
inhibiteur est d’autant plus important qu’il existe des formes solubles de VEGFR1 sécrétées 
(sVEGFR1). Cependant, dans la vie adulte, le VEGFR1 pourrait agir comme un régulateur 
positif de l’angiogenèse, et le PlGF a été décrit comme potentialisant la réponse au VEGF 
dans l’angiogenèse pathologique mais pas dans l’angiogenèse physiologique 185. Le VEGFR1, 
après activation par le VEGF, favorise la migration des monocytes et leur expression de 
facteur tissulaire 186. 
Les études récentes montrent que le rôle pro- ou anti-angiogène du VEGFR1 reste un sujet 
de débat, et qu’il dépend de l’agoniste activateur, du type cellulaire concerné et de la 
période de développement de l’organisme.  
L’implication du VEGFR1 dans la biologie des ECFC sera notamment abordée dans l’un des 
travaux présentés dans cette thèse. 
 
VEGFR2. 
Il joue un rôle clé dans le développement de l’angiogenèse et de l’hématopoïèse 187. 
C’est le médiateur majeur de l’effet mitogène, angiogène et de perméabilité vasculaire du 
VEGF. Il a été isolé la première fois en 1991 et nommé KDR (kinase insert domain containing 
receptor) ou Flk-1 (chez la souris). La transduction du signal via le VEGFR2 entraîne de très 
nombreuses propriétés biologiques et intervient notamment dans la survie et la prolifération 
des CE 188, dans la migration cellulaire 189 ou encore dans la libération de NO 187. Le VEGFR2 
est également impliqué dans l’amélioration des propriétés migratoire et de différenciation 
des ECFC durant leur expansion 179. 
 
VEGFR3. 
Ce récepteur ne se lie pas au VEGF-A mais aux VEGF-C et VEGF-D, il est impliqué 
surtout dans la lymphangiogenèse, mais aurait un rôle au stade embryonnaire dans la 
formation des vaisseaux sanguins. En effet, le VEGFR3 s’exprime d’abord dans les vaisseaux 
sanguins et semble indispensable au remodelage des premiers capillaires en vrais vaisseaux 
aux tailles hiérarchisées 190. A la naissance et à l’âge adulte, son expression est retrouvée 
majoritairement au niveau des gros vaisseaux lymphatiques. 
Salven et al ont décrit en 2003 une population de PEC, plus précisément de précurseurs 
endothéliaux lymphatiques et/ou vasculaires, CD34+/CD133+/VEGFR3+, capable de se 
différencier en CE matures, jouant probablement un rôle dans la lymphangiogenèse et/ou 
l’angiogenèse post-natale 191. 
 
Neuropiline. 
La neuropiline est une protéine transmembranaire qui a été tout d’abord mise en 
évidence comme un récepteur à une sémaphorine de classe III permettant d’inhiber la 
guidance neuronale. Puis la neuropiline s’est avérée être un récepteur qui fixe le VEGF-A165, 
le VEGF-E, le PIGF et le VEGF-B. La neuropiline est un corécepteur du VEGF165, elle 
potentialise et augmente l’activité produite par la liaison du VEGF165 au VEGFR2 en facilitant 
le signal du récepteur tyrosine kinase. De même, elle peut servir de corécepteur du VEGF165 
avec le VEGFR1. Il existe deux types de neuropiline (NRP), la NRP-1 et la NRP-2, qui sont des 
marqueurs fonctionnels respectivement de l'endothélium artériel et veineux/lymphatique 
(pour revue 192). Le rôle de la neuropiline dans l’angiogenèse est indiscutable, les souris NRP-
1-/- mourant in utero avec des malformations cardiovasculaires importantes. De plus, les 
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souris surexprimant la NRP-1 développent une formation excessive de capillaires et de 
vaisseaux sanguins suivie d’hémorragies létales 193. La NRP-1 est retrouvée au niveau de 
l’utérus adulte ainsi qu’au niveau de la néovascularisation des membres blessés. L’équipe du 
Dr. Anne Eichmann a également mis en évidence un rôle primordial de la NRP-2 dans la 
formation des petits vaisseaux lymphatiques 194. 
L’activation de la PKA (Protein Kinase A) des progéniteurs vasculaires, cellules Flk-1+ dérivées 
de cellules souches embryonnaires capables de se différencier en CE ou en cellules murales 
195, induit la formation d’un complexe VEGF165/Flk-1/NRP-1 favorisant ainsi leur 
différenciation en CE. Cette induction d’expression de Flk-1 et NRP-1 augmentant la 
sensibilité au VEGF de ces progéniteurs vasculaires 196. 
 
Angiopoïétines et vasculogenèse post-natale 
 
L’angiopoïétine-1 (Ang-1), le ligand du récepteur Tie-2, induit le recrutement des CE 
dans la paroi vasculaire par les péricytes et des CML 197, 198. L’angiopoïétine-2 (Ang-2) est 
aussi un ligand de Tie-2. Elle bloque l’activation de Tie-2 induite par l’angiopoïétine-1 et 
agirait donc comme un antagoniste naturel 199. Elle potentialise le VEGF pour induire 
l’angiogenèse en empêchant que l’angiopoïétine-1 maintienne l’intégrité de l’endothélium 
et sa quiescence. L’angiopoïétine-2 serait incapable, à elle seule, d’induire l’angiogenèse 200. 
Les angiopoïétines sont sécrétées par des cellules périvasculaires et agissent via leurs 
récepteurs sur les CE. L'angiopoïétine-1 pourrait agir de façon paracrine lors de l'ontogenèse 
des vaisseaux et l'angiopoïétine-2 pourrait intervenir dans le processus de stabilisation du 
vaisseau lors de phénomènes d'angiogenèse physiologique chez l'adulte 201, 202.  
En 2005 Gill & Brindle ont démontré que l’Ang-2 stimule la migration des PEC alors qu’elle 
n’affecte pas la migration des CE matures, et qu’elle augmente l’adhésion entre les PEC et 
les CE matures 203. Une équipe coréenne a ensuite montré que l’Ang-2 stimule 
significativement la tubulogenèse, la migration chimiotactique et la survie des ECFC, à un 
niveau comparable à l’Ang-1, alors que cet effet pro-angiogène de l’Ang-2 n’est pas retrouvé 
avec les HUVEC. Cet effet biologique de l’Ang-2 dans les ECFC est médié par la voie de 
signalisation Tie2, et inhibé dans les HUVEC par la formation de l’hétérocomplexe Tie1/Tie2 
204. In vivo, l’Ang-2 augmente la néovascularisation d’implants de gel de MEC contenant les 
ECFC 204. 
Notre équipe a montré que les ECFC expriment les ARN messagers de Tie-2 et Ang-2 à des 
taux élevés, et ceux de Ang-1 à des taux moindres. L’Ang-1, contrairement à l’Ang-2, est 
impliquée dans l’apparition des colonies d’ECFC en culture, sans influence de l’activation du 
PAR-1. La prolifération des ECFC induite par l’activation du PAR-1 quant à elle, implique 
l’Ang-2. De plus, la migration chimiotactique des ECFC vis-à-vis de l’Ang-1 est augmentée lors 
de l’activation du PAR-1, mais de manière non spécifique 205. Plus récemment, Kebir et al ont 
montré que l’isoforme courte du CD146 (shCD146) améliore les propriétés pro-angiogènes 
des ECFC. En effet, ils ont observé que le shCD146 est surexprimé dans les ECFC 
comparativement aux CE matures, et que son expression est stimulé par le VEGF et le SDF-1. 
Ce shCD146 est impliqué dans l’adhésion, la migration et la prolifération des ECFC et induit 
en parallèle la sécrétion d’interleukine-8 et d’Ang-2 par les ECFC ayant un effet pro-
angiogène paracrine sur les HUVEC (augmentation de leur prolifération et leur migration). 
De plus, les ECFC surexprimant de façon transitoire le shCD146, améliorent la 
revascularisation de membre ischémié dans le modèle murin d’ischémie du membre 
inférieur 206. Dans l’ensemble, l’Ang-2 est impliquée dans la prolifération des ECFC induite 
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par l’activation du PAR-1 (effet autocrine), mais également dans la prolifération et la 
migration des CE matures lorsque l’Ang-2 est secrétée par les ECFC (effet paracrine). 
 
SDF-1 et vasculogenèse post-natale 
 
Le SDF-1 (Stromal-derived Factor 1) ou CXCL12 est un membre de la famille des 
chimiokines de type CXC. SDF-1 a été initialement décrit comme un produit sécrété par les 
cellules de la moelle osseuse (bone marrow stromal cell line). Contrairement aux chimiokines 
de type CC qui induisent le recrutement d’un large spectre de leucocytes, les chimiokines de 
la famille CXC activent préférentiellement les neutrophiles et les lymphocytes T. SDF-1 
participe à la mobilisation des cellules souches hématopoïétiques (CSH) et des cellules CD34+ 
207. Des souris invalidées pour le gène Cxcl12 présentent d’importantes anomalies des 
processus de lymphopoïèse et de myélopoïèse. L’invalidation du gène Cxcl12 montre que 
cette chimiokine joue également un rôle dans le développement cardiaque 208, 209. Il existe 
deux variants d’épissage qui codent pour SDF-1α (68 résidus) et SDF-1β (72 résidus), la 
différence entre ces deux variants se situant au niveau des 4 résidus de l’extrémité carboxy-
terminale. Ces deux protéines sont les deux seuls ligands endogènes connus pour CXCR4.  
CXCR4 est exprimé par un spectre de cellules hématopoïétiques relativement large incluant 
les neutrophiles, les monocytes, les lymphocytes B et T, les précurseurs des lymphocytes B, 
les macrophages, les cellules de Langerhans. Il est également exprimé à des niveaux très 
élevés dans les cellules souches hématopoïétiques 210, les CE du système vasculaire et dans 
les neurones du système périphérique ou central. CXCR4 est également exprimé sur les 
cellules dendritiques immatures, les progéniteurs des cellules B de la moelle osseuse et le 
cerveau embryonnaire (pour revue 211). 
Les principaux rôles physiologiques du complexe SDF-1/CXCR4 sont l’activation, la migration 
et le recrutement des lymphocytes T, l’hématopoïèse, le développement ou encore 
l’embryogenèse. En plus de son rôle dans le chimiotactisme des lymphocytes T, le complexe 
SDF-1/CXCR4 est impliqué dans le développement des cellules B. Ceci est mis en évidence 
chez les souris invalidées pour ces deux gènes : 50 % des embryons homozygotes Cxcl12-/- 
meurent dans les 15 premiers jours de l’embryogenèse et les autres meurent dans les 
heures suivant la naissance à cause du déficit immunitaire profond et des anomalies de 
développement cardiaque (les animaux présentent notamment de sévères déficits au niveau 
du septum ventriculaire). Les animaux invalidés pour le gène Cxcr4 ont des anomalies du 
système vasculaire et gastro-intestinal et des malformations du tissu cérébelleux. CXCR4, 
tout comme SDF-1, semble donc vital, en tout cas chez la souris (pour revue 212). Ces 
résultats suggèrent que ce complexe est unique in vivo. Néanmoins, les fonctions de CXCR4 
chez l’adulte ne sont pas clairement définies. SDF-1 est sécrété par l’endothélium vasculaire, 
présent à la surface des cellules de l’endothélium et dans le cytoplasme 
213. Son expression 
est régulée par le VEGF et le FGF-2. In vitro, SDF-1 présente une activité chimioattractante 
puissante sur plusieurs cellules et en particulier les cellules CD34+, dont les CSH 214 et les CE 
matures 215. Il potentialise la formation de structures tubulaires sur Matrigel® à partir des CE 
matures 213. Enfin, le CXCR-4 peut servir de co-récepteur au virus du VIH, en interagissant 
directement avec la gp120 après que celle-ci ait interagi avec la molécule CD4. Son signal 
permettrait l’entrée dans la cellule du virus VIH 216. 
En 2005 notre équipe a montré que l’activation du PAR-1 des ECFC améliore leurs propriétés 
angiogènes via la signalisation SDF-1/CXCR4. En effet, l’activation du PAR-1 augmente 
significativement les niveaux d’ARN messagers de SDF-1 et CXCR4. De plus, la migration 
 41 
chimiotactique vis-à-vis du SDF-1 est augmentée lors de l’activation du PAR-1 via une 
augmentation d’expression du CXCR4 à la surface cellulaire des ECFC. La tubulogenèse des 
ECFC induite par l’activation du PAR-1 est également dépendante de la voie SDF-1/CXCR4 217. 
 
FGF et vasculogenèse post-natale  
 
Chez les vertébrés, la famille des FGF comporte au moins 24 membres et 4 
récepteurs de haute affinité (FGFR). Les deux molécules les plus représentatives et les mieux 
connues sont le FGF-1 (aFGF ou acidic fibroblast growth factor) 218 et le FGF-2 (bFGF ou basic 
fibroblast growth factor) 219. Les quatre récepteurs cellulaires actuellement connus 
possèdent trois domaines immunoglobulines extracellulaires et deux domaines kinases 
intracellulaires. Seuls les récepteurs FGFR-1 (flg) et FGFR-2 (bek) sont présents à la surface 
des CE. Le FGF2 est un agent pro-angiogène puissant in vitro et in vivo (pour revue 220). Bien 
que son expression tissulaire soit augmentée dans les modèles d'ischémie 221, il ne semble 
pas être directement stimulé par l'hypoxie 222. Il a été également montré que l'effet pro-
angiogène du FGF est retrouvé dans les tissus ischémiques, aussi bien au niveau du 
myocarde qu'au niveau des tissus périphériques. Il participe aux différentes étapes 
aboutissant à la formation des néovaisseaux. Il stimule, d'une part, la production et le 
relargage d'enzymes nécessaires à la dégradation de la membrane basale et de la MEC 
(protéases, activateurs du plasminogène, métalloprotéases), prélude indispensable à la 
prolifération et à la migration des CE. Il participe, d'autre part, aux phénomènes de 
prolifération et d'organisation des CE en microtubules 223. Plus tard, en 2001, il a été mis en 
évidence que le FGF-1 pouvait être libéré dans des conditions d’hypoxie 224. 
Notre équipe a montré en 2005 que les ECFC issus de sang de cordons ombilicaux humains 
présentent un potentiel de prolifération et de tubulogenèse significativement plus important 
que celui de CE matures (HUVEC) en présence de FGF-2 225. 
 
Ephrines et vasculogenèse post-natale 
 
Les récepteurs Eph (Erythropoietin-producing human hepatocellular carcinoma) et 
leurs ligands éphrines sont des protéines membranaires qui sont classés en 2 grands sous-
groupes, A et B, en fonction de leurs homologies de structure et de leurs spécificités de  
liaison. Les récepteurs Eph appartiennent à la grande famille des récepteurs tyrosine kinases 
et ils s’autophosphorylent lors de la liaison à leurs ligands éphrines apparentés. Les ligands 
éphrine-B sont des protéines transmembranaires qui se lient de préférence aux récepteurs 
de la sous-classe EphB. Initialement identifié comme des molécules de guidage des 
neurones, les récepteurs Eph et les éphrines sont également exprimées par un certain 
nombre de cellules non neuronales, y compris les CE, les cellules hématopoïétiques et les 
cellules tumorales 226. Pendant les premiers stades du développement vasculaire, EphB4 est 
exprimé spécifiquement dans l'endothélium veineux alors que l’éphrine-B2 est exprimé dans 
l'endothélium artériel 227. Des études chez des embryons de souris ont montré que ces 2 
protéines sont essentielles pour le développement du cœur embryonnaire et pour 
l'angiogenèse. En effet, des mutations « nulles » ciblées dans les gènes codant EphB4 et 
éphrine-B2 provoquent une létalité embryonnaire avec des défauts dans le remodelage du 
réseau vasculaire périphérique et celui de la trabéculation du myocarde 227-229. L'interaction 
entre les récepteurs Eph et les éphrines nécessite des contacts cellule-cellule car les deux 
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molécules sont ancrées à la membrane plasmique. La signalisation résultante se propage de 
façon bidirectionnelle à la fois dans les cellules exprimant le récepteur Eph (signalisation 
« aller ») et celles exprimant l’éphrine (signalisation « retour »). L'interaction entre EphB4 et 
éphrine-B2 semble jouer un rôle important non seulement dans les interactions cellule-
cellule et cellule-MEC, mais aussi dans la migration, l'adhérence et la prolifération cellulaires 
230. 
Outre le rôle des éphrines dans la différenciation artério-veineuse via leurs différents profils 
d’expression par les CE, leur implication dans la vasculogenèse post-natale a également été 
exploré. En effet, Foubert et al ont vérifié que les PEC expriment EphB4 et l’éphrine-B2. Ils 
ont ensuite montré que l’activation des PEC humains par la protéine chimérique éphrine-B2-
Fc augmentait leur potentiel de revascularisation dans le modèle d’ischémie du membre 
inférieur chez la souris Nude, via l’induction de l’expression de la PSGL-1 (P selectin 
glycoprotein ligand-1) et son adhésion à la E-sélectine et la P-sélectine 231. 
 
TGF-β1 et vasculogenèse post-natale 
 
Une analyse de la littérature actuelle montre qu’il y existe davantage de données 
disponibles concernant les relations entre le TGF-β1 (transforming growth factor-β1) et la 
vasculogenèse post-natale médiée par les PEC par rapport aux données disponibles 
concernant la TSP-1 (thrombospondine-1) et les PEC, même si au travers de ces études les 
cellules utilisées sous la dénomination de « progéniteurs endothéliaux » ne sont pas 
homogènes. 
Une étude intéressante de l’équipe de Stefanie Dimmeler a initialement décrit les effets pro-
angiogènes du TGF-β1 sur les PEC 232. Dans cette étude des sérums de patients 
polytraumatisés ont été testés in vitro sur des PEC issus de cellules mononucléées de sang 
périphérique (PBMC). Après 72 heures de culture de PBMC en présence de sérum de 
patients polytraumatisés, une augmentation significative du nombre de PEC obtenu à 5 jours 
est observée. De plus ces sérums améliorent le potentiel de différenciation des PEC en 
pseudotubes dans le Matrigel®, avec une augmentation d’expression génique de TGF-β1-R1 
& -R2 et de VEGFR2, ainsi qu’au niveau protéique (expression en surface du VEGFR2 évaluée 
par cytométrie en flux). L’addition au milieu de culture des PBMC, de VEGF recombinant (10 
ng/mL) ou de TGF-β1 recombinant en faible concentration (0.1 ng/mL), augmente également 
le nombre de PEC. Cependant de fortes concentrations de TGF-β1 recombinant (10 ng/mL) le 
diminuent. Par ailleurs ce potentiel de différenciation des PBMC en PEC est aboli lorsque que 
sont ajoutés des anticorps bloquants anti-VEGF et anti- TGF-β1 aux sérums des patients 
polytraumatisés 232. 
Dans un système de support pour la culture d’un tissu monocellulaire, utilisable pour le 
remplacement de valve / reconstruction en médecine réparatrice cardiovasculaire, une 
équipe a étudié le comportement des PEC en réponse au TGF-β1 233. En présence de TGF-β1, 
les supports (acide polyglycolique / poly-4-hydroxybutyrate) ensemencés de PEC conduisent 
à la formation d’un tissu plus dense, plus homogène et plus organisé qu’en l’absence de TGF-
β1. Le TGF-β1 stimule également la synthèse de matrice extracellulaire (collagènes, 
fibronectine et laminine), l’expression de CD31 et d’α-SMA, ainsi que la prolifération et 
l’apoptose des PEC. Les PEC semblent donc acquérir dans ce contexte un phénotype 
mésenchymateux propice à la réparation tissulaire 233.  
L’équipe de K.-i. Kikuta a montré que l’exposition au TGF-β1 pendant 7 jours entrainait la 
transdifférenciation de PEC issus de moelle osseuse de rats vers un phénotype de CML, via le 
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TGF-β RII et la phosphorylation de Smad2. De plus le traitement par TGF-β1 à 0.5 ng/mL et 5 
ng/mL augmente significativement la prolifération des PEC par rapport aux PEC non traités 
234. 
Une des publications présentées dans cette thèse expose plus particulièrement les effets du 
TGF-β1 sur les propriétés angiogènes des ECFC. 
 
PlGF et vasculogenèse post-natale 
 
Il existe actuellement peu de données concernant le PlGF et la vasculogenèse post-
natale dans le contexte physiologique, la majeure partie de la littérature sur le PlGF en 
faisant la description dans le contexte de l’angiogenèse pathologique. En effet, à l’origine le 
PlGF a été rapporté comme étant impliqué physiologiquement dans l’angiogenèse 
placentaire 235, 236, les études ultérieures ayant plutôt insisté sur son rôle dans l’angiogenèse 
tumorale. 
Notamment, dans le contexte de la tumorigenèse, Il a été démontré que le VEGF-A et le PlGF 
favorisent la vasculogenèse tumorale dans un modèle de mélanome murin, que le 
VEGFR1/FLT1 permet le recrutement de PEC au site de tumorigenèse, que des anticorps 
bloquant les VEGFR1 & 2 préviennent la formation par les PEC de vaisseaux dans la tumeur, 
et que autant le PlGF que le VEGF stimulent la migration in vitro des PEC, ce phénomène 
étant médié par les 2 récepteurs VEGFR1 et VEGFR2 dans les PEC contrairement aux CE 
différenciées 32. 
Dans un autre contexte, en pathologie cardiovasculaire, Il a été montré que le PlGF était 
rapidement secrété par les CE dans la phase aigüe de l’infarctus du myocarde. Le PlGF dans 
ce contexte pourrait être surexprimé afin de compenser les lésions ischémiques aigües, et 
semble améliorer la fraction d’éjection ventriculaire gauche en phase chronique 237. Le PlGF 
recombinant humain a ensuite été testé comme traitement dans un modèle murin 
d’infarctus aigu du myocarde. Ces expériences ont montré une augmentation du taux de 
survie après l’infarctus, ainsi qu’une fonction cardiaque préservée par rapport aux souris 
contrôle. De plus, les auteurs ont observé une augmentation significative des cellules CD31+ 
et des vaisseaux αSMA
+ dans la zone infarcie, ainsi qu’une mobilisation des PEC murins 
(cellules Flk-1+ et Sca-1+) dans le sang périphérique chez les souris du groupe traité 238. Sur la 
base de ce type de données, des essais de thérapie cellulaire ont été effectués sur un 
modèle porcin d’infarctus du myocarde. Des PEC autologues et des cellules souches 
mésenchymateuses (MSC) allogéniques ont été injectés 1 semaine après l’infarctus, et les 
différents paramètres d’étude ont été mesurés à 1 semaine et 7 semaines de l’infarctus. Au 
niveau hémodynamique intracardiaque, le volume télésystolique a été retrouvé 
significativement augmenté dans les groupes MSC et contrôle par rapport au groupe PEC, et 
la même tendance est retrouvée pour le volume télédiastolique. La zone infarcie quant à elle 
était significativement réduite dans le groupe PEC comparé aux groupes MSC et contrôle, 
avec une densité vasculaire plus importante. De plus dans ce contexte, ces ECFC sécrètent 
des taux significativement plus importants de PlGF par rapport aux MSC, et sont retrouvés 
incorporés dans les néovaisseaux formés in vivo. Les auteurs concluent que l’injection d’ECFC 
après l’infarctus aigu du myocarde améliore le remodelage myocardique en stimulant la 
néovascularisation mais ne participent pas à la cardiomyogenèse. L’injection d’ECFC 
autologues ne stimule pas la récupération de la fonction globale du ventricule gauche mais 
prévient l’expansion délétère de son volume 239. 
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Dans le domaine de la réparation tissulaire par technologies de génie tissulaire, l’équipe de 
Luttun a introduit des ECFC humains dans un feuillet de fibroblastes dermiques humains 
auto-assemblés, destiné à être utilisé comme substitut dermique avec un potentiel 
vasculaire inhérent 240. Dans cette construction, les ECFC à la différence des HUVEC, 
améliorent l’organisation de la matrice (organisation des fibres de collagène, contraction et 
vascularisation de la cicatrice), et la ré-épithélialisation du feuillet de fibroblastes dermiques 
dans la lésion cicatricielle. Par ailleurs, le milieu conditionné issu de la culture d’ECFC, de 
même que l’oxygène, stimule le potentiel prolifératif et migratoire des kératinocytes. Le PlGF 
secrété par les ECFC possède un effet autocrine stimulant la prolifération des ECFC, ainsi 
qu’un effet paracrine stimulant la prolifération et la migration de kératinocytes. Tous ces 
effets entre fibroblastes, kératinocytes et ECFC sont dus à un « crosstalk » via les facteurs de 
croissance dont le PlGF, afin de court-circuiter l’hypoxie 240. 
L’étude du mécanisme du « crosstalk » entre ECFC et MSC après stimulation par le BMP-2 
humain recombinant (rhBMP-2) a également mis en évidence le rôle du PlGF 241. Le rhBMP-2 
ne modifie pas la viabilité des ECFC mais induit une activation dose-dépendante du 
chimiotactisme. En revanche le rhBMP-2 stimule la prolifération des MSC humaines, et 
l’incubation des ECFC avec les surnageants de culture des MSC augmente significativement 
la viabilité des ECFC, grâce au PlGF dont la synthèse par les MSC est stimulée par le rhBMP-2. 
Les cellules cancéreuses sécrétant du BMP-2 et le stroma tumoral comportant des MSC, les 
auteurs concluent que le BMP-2 favorise l’angiogenèse tumorale par un effet 
chimioattractant sur les ECFC circulant dans le sang périphérique et en augmentant la 
sécrétion de PlGF par les MSC 241.  
Les effets spécifiques du PlGF sur les propriétés angiogènes des ECFC sont exposés dans une 










Activateurs de l’angiogenèse fonctions 
Membres de la famille du VEGF Stimulent l’angio/vasculogenèse, la perméabilité, l’adhésion 
des leucocytes 
VEGFR, NRP-1 Intègrent les signaux angiogènes et de survie 
Ang-1 & Tie-2 Stabilisent les vaisseaux, inhibent la perméabilité 
PDGF-BB & récepteurs Recrutement des cellules musculaires lisses 
TGF-b1, Endogline, récepteurs au TGF-b Stimulent la production de matrice extracellulaire 
FGF, HGF, MCP-1 Stimulent l’angio/artériogenèse 
Intégrines avb3, avb5, a5b1 Récepteurs pour les macromolécules et les protéases de la 
matrice 
VE-Cadhérine, PECAM (CD31) Molécules de jonction endothéliale 
Ephrines Régulent la spécification artérielle/veineuse 
Activateurs du plasminogène, MMPS Remodelage de la matrice, libèrent et activent des facteurs 
de croissance 
PAI-1 Stabilise le néovaisseau 
NOS ; COX-2 Stimulent l’angiogenèse et la vasodilatation 
AC133 Régule la différenciation de l’angioblaste (cellule 
vasculogénique) 
Chimiokines Rôle pléïotropique dans l’angiogenèse 
Id1/Id3 Détermine la plasticité endothéliale 
Tableau 2 : Principales molécules pro-angiogènes, sans distinction entre les cibles cellulaires. Adapté de 
Carmeliet P et al, Nature 2000;407:249-257 
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L’effet anti-angiogène du VEGFR1 soluble est actuellement bien reconnu 242-244, mais il n’y a 
pas encore d’étude disponible dans la littérature concernant la biologie des ECFC et le 
sVEGFR1. Cependant l’effet biologique du sVEGFR1 peut être supposé étendu à toute la 





L’effet anti-angiogène de la NRP-1 soluble a été décrit en 2000 par  Gagnon et al : la sNRP-1 
inhibe la liaison du VEGF165 aux CE et tumorales, et donc la phosphorylation de la tyrosine du 
KDR induite par le VEGF165 
245. De façon intéressante, dans un modèle murin d’expression 
ectopique au niveau dermique de la sNRP-1, les auteurs ont observé une réduction de la 
perméabilité vasculaire induite par le VEGF165, le VEGF121 et le PAF (Platelet activating 
factor), cet effet ayant été démontré comme étant non spécifique de l’agent perméabilisant 
246. La sNRP-1 permet également de résorber l’inflammation et l’œdème induits par la 
surexpression de VEGF dans les réactions d’hypersensibilité retardée cutanée 246. Comme 
pour le sVEGFR1, la littérature actuelle ne fait pas état d’étude spécifique sur la biologie des 
ECFC et la sNRP-1, mais son effet peut être également supposé étendu à toute la lignée 
endothéliale. 
 
PEDF et vasculogenèse post-natale 
 
Le PEDF (Pigment Epithelium Derived Factor) est une glycoprotéine de 50 kDa sécrétée qui a 
d'abord été identifiée comme un facteur neurotrophique, purifié à partir du milieu 
conditionné de cultures de cellules épithéliales pigmentaires de la rétine 247. Il possède de 
multiples activités biologiques 248-252, y compris une puissante activité anti-angiogène, 
capable d’inhiber la néovascularisation pathologique, tels que la néovascularisation 
rétinienne qui se produit au cours de la rétinopathie diabétique proliférative 249, 251, 252. Ce 
PEDF est capable d’interagir avec les PEC, et ces cellules peuvent en secréter. 
De façon intéressante, Wang et al ont pu obtenir des ECFC à partir de cellules 
mésenchymateuses isolées de gelée de Wharton 253. Dans leur modèle murin de lésion 
endothéliale, ces ECFC permettent une rapide ré-endothélialisation et inhibent l’hyperplasie 
néo-intimale. Par ailleurs, le milieu conditionné de ces ECFC issus de gelée de Wharton 
présente une forte capacité d’inhibition de la migration et de la prolifération des CML, abolie 
par des anticorps anti-PEDF ou par ARN interférence dirigée contre le PEDF. Ce PEDF secrété 
par ces ECFC aurait donc un effet paracrine qui pourrait limiter les phénomènes de 
resténose observés après certaines procédures de revascularisation comme les angioplasties 
ou les poses de stents 253. 
Dans un modèle murin (souris transgéniques avec une expression de la GFP dépendante du 
promoteur de Tie2) de rétinopathie induite par l’oxygène, définie par une néovascularisation 
pathologique de la rétine, Longeras et al ont étudié les effets du peptide de 34 acides aminés 
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correspondant à la partie N-terminale du PEDF 254. Ils ont d’abord vérifié que ce peptide 
inhibe la prolifération et induit l’apoptose de CE matures, et qu’il inhibe la formation de 
nouveaux vaisseaux in vivo dans le modèle de membrane chorioallantoïque de poulet. Ils 
démontrent ensuite que ce peptide inhibe la néovascularisation pathologique de la rétine, et 
qu’il diminue la mobilisation de PEC (Tie2-GFP+, Dil-Ac-LDL+, CD117+, CD133+) dérivés de la 
moelle osseuse, mobilisation qui correspond au pic de progression de cette 
néovascularisation 254. 
Ce PEDF se présente donc comme une protéine anti-angiogène capable d’inhiber la 
vasculogenèse post-natale. 
 
TSP-1 et vasculogenèse post-natale 
 
Dans la littérature actuelle, peu de données sont disponibles concernant l’étude de 
l’effet de la thrombospondine-1 sur les propriétés angiogènes des progéniteurs 
endothéliaux, même si l’effet de la TSP-1 sur les CE différenciées a été beaucoup plus 
largement étudié. Cependant une équipe a exploré l’effet du diabète sur la ré-
endothélialisation post-lésion artérielle médiée par les PEC, en émettant l’hypothèse que le 
diabète retarde cette ré-endothélialisation 255. Chez les souris diabétiques cette ré-
endothélialisation est effectivement diminuée dans le modèle de carotide dénudée. Les 
souris non diabétiques transplantées avec la moelle osseuse de souris diabétique ont 
également une ré-endothélialisation diminuée. Les PEC issus de souris diabétiques injectés 
après la lésion artérielle ont une capacité diminuée à être recrutés au niveau du 
néoendothélium, comparés aux PEC de souris non diabétiques, quelque soit le statut de la 
souris receveuse (diabétique ou non). In vitro, les PEC issus de souris diabétiques présentent 
des capacités adhésives et migratoires diminuées. L’expression du VEGF et de la eNOS est 
également diminuée dans les PEC de souris diabétiques, et en particulier, l’ARNm de la TSP-1 
a été retrouvé significativement surexprimé, associé à une diminution de l’activité adhésive 
de ces PEC de souris diabétiques aussi bien in vitro qu’in vivo. Globalement, cette équipe 
observe un défaut de ré-endothélialisation attribué à un fonctionnement altéré des PEC, 
impliquant la TSP-1, dans le diabète 255. Cependant les PEC évalués dans ces travaux 
correspondent à des CFU-EC d’après les méthodes d’isolation en culture, et des études 
supplémentaires restent donc à réaliser pour décrypter les effets de la TSP-1 sur la 
vasculogenèse post-natale médiée en particulier par les ECFC. Un des travaux présentés dans 









Inhibiteurs de l’angiogenèse fonctions 
sVEGFR1, sNRP-1  Epurateur pour VEGF, VEGF-B, PlGF 
Ang-2 Antagoniste de l’Ang-1 
TSP-1,-2 Inhibent la migration, la croissance, l’adhésion et la survie 
endothéliale 
Angiostatine et les domaines « kringles » 
correspondants 
Suppriment l’angiogenèse tumorale 
Endostatine (fragment du collagène XVIII) Inhibe la survie et la migration endothéliale 
Vasostatine ; Calréticuline Inhibent la croissance endothéliale 
PF4 Inhibe la liaison du bFGF et du VEGF 
TIMPs ; inhibiteurs de MMP ; PEX Supprime l’angiogenèse pathologique 
Meth-1 ; Meth-2 Inhibiteurs contenant des MMPs, TSP et domaines 
« disintegrin » 
IFN-a,-b ,-g ; IP-10, IL-4, IL-12, IL-18 Inhibe la migration endothéliale, régule négativement le 
bFGF 
Kringle-2 de la prothrombine ; fragment de 
l’antithrombine 
Suppriment la croissance endothéliale 
Prolactine (Mr, 16K) Inhibe bFGF/VEGF 
VEGI Module la croissance cellulaire 
Fragment du SPARC Inhibe la liaison endothéliale et l’activité du VEGF 
Fragment de l’ostéopontine Interfère avec la signalisation des intégrines 
Maspine Inhibiteur de protéase 
PEDF Inhibe la prolifération et la migration des CE et des CML 
Canstatine, Proliferin-related protein, Restine Mécanismes inconnus 
Tableau 3 : Principales molécules anti-angiogènes, sans distinction entre les cibles cellulaires. Adapté de 
Carmeliet P et al, Nature 2000; 407:249-257 
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1.3.3. Rôles des progéniteurs endothéliaux humains en pathologies humaines 
 
En plus des facteurs de risque cardiovasculaire, plusieurs pathologies 
cardiovasculaires ont été associées à un nombre de PEC et une fonctionnalité diminués 256, 
257. Comme nous l’avons vu dans le paragraphe précédent, le nombre de PEC est 
inversement corrélé avec les facteurs de risque classique d’athérosclérose 36, 102. De plus, les 
PEC isolés chez les patients coronariens présentent des capacités migratoires inversement 
corrélées avec le nombre de facteurs de risque cardiovasculaire 102. L’équipe de Hill a montré 
une corrélation 36 forte entre le nombre de PEC et la présence de facteurs de risque 
cardiovasculaire 36. Par ailleurs, le taux de PEC est un meilleur facteur prédictif des 
dysfonctions endothéliales que les facteurs de risque habituels 36. 
Concernant l’artériopathie périphérique, les facteurs de risque tels que 
l’hypertension, l’hyperlipidémie, le diabète, et le fait notamment d’avoir au moins un 
antécédent d’AVC, sont prépondérants chez les patients diagnostiqués. Cependant, 
l’artériopathie oblitérante des membres inférieurs pourrait être un symptôme d’alarme 
d’une pathologie cardiovasculaire beaucoup plus générale 
(http://www.portailvasculaire.fr/espace-sfmv). L’athérosclérose dans ce contexte induit une 
occlusion de l’arbre artériel et une hypoxie tissulaire qui stimule l’angiogenèse. Des 
vaisseaux collatéraux se développent donc physiologiquement chez les patients atteints 
d’ischémie critique, grâce à l’augmentation de cette réponse angiogène 258. Les études 
explorant le rôle des PEC dans la pathogénie de l’ischémie critique des membres inférieurs 
sont rares et seront abordées ci-après.  
La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) et l’hypertension pulmonaire sont 2 
pathologies qui sont liées, cette dernière pouvant être une conséquence de la FPI, et dans 
lesquelles le remodelage vasculaire joue un rôle prépondérant dans leur pathogenèse. Dans 
la FPI, les régions fibrotiques comportent des CE aussi bien en apoptose qu’en prolifération, 
entrainant la formation d’anastomoses entre les capillaires alvéolaires et les veines 
pulmonaires, menant à une architecture vasculaire aberrante 259-261. De façon intéressante 
dans ce contexte de CE apoptotiques, un nombre diminué de PEC a été retrouvé 262. Par 
ailleurs, notre équipe ainsi qu’une étude encore plus récente ont retrouvé un nombre de 
CFU-EC significativement diminué dans la FPI 263, 264 ; de plus notre équipe dans ce même 
travail observe un taux d’ECFC chez les patients atteints de FPI ayant une tendance à la 
diminution par rapport à la population contrôle ; cependant, au sein des patients atteints de 
FPI, le taux d’ECFC est corrélé à la sévérité de la maladie : les patients ayant une DLCO < 40% 
(forme la plus sévère) ont un taux d’ECFC significativement augmenté par rapport aux 
patients ayant une DLCO > 40% ; de plus, la capacité proliférative des ECFC chez les patients 
en exacerbation est augmentée comparée aux patients avec FPI stable 263. Cette diminution 
de cellules circulantes pourrait donc être due soit à une biodisponibilité moindre des PEC, 
soit à un afflux de domiciliation pulmonaire vers les sites endommagés. Les PEC pourraient 
donc être impliqués dans le remodelage vasculaire observé dans la FPI. 
La plupart de ces différentes données concernant les PEC et ces 3 catégories de 
pathologies (cardiovasculaires, artérielles périphériques, pulmonaires) humaines sont 
développées dans les sous-paragraphes suivants. 
 
1.3.3.1. Pathologies pulmonaires 
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1.3.3.1.1. Développement du réseau vasculaire pulmonaire pendant 
l’embryogenèse 
 
La cicatrisation ou la fibrogenèse dans le poumon est associée à (ou causée par) la 
réactivation des voies et des programmes impliqués dans le développement embryonnaire 
des poumons 265. Pour comprendre les interactions entre les processus vasculaires et 
interstitiels dans la fibrose pulmonaire, il est nécessaire de rappeler la façon dont le système 
vasculaire pulmonaire et le parenchyme interagissent au cours de l'embryologie du poumon. 
 
Le système vasculaire pulmonaire se développe à proximité et de façon synchrone avec les 
voies respiratoires et la formation des alvéoles 266. Au cours de la phase embryonnaire du 
développement pulmonaire, les bourgeons apparaissent et se connectent au mésenchyme 
environnant. Ces bourgeons sont alimentés par des capillaires qui relient le sac aortique via 
les artères pulmonaires, et au futur atrium gauche du cœur via les veines pulmonaires 266-268. 
Le cartilage, les glandes, et les CML se développent, et l'épithélium se différencie dans les 
parois des voies respiratoires au cours du stade pseudoglandulaire. En outre, cette phase est 
également responsable de la constitution des voies respiratoires pré-acinaires, des artères, 
et des veines 266. Au cours des étapes canaliculaire et sacculaire, d’autres ramifications 
s’établissent dans les voies respiratoires, accompagnées par des artères et veines. Les 
membranes basales endothéliales et épithéliales fusionnent, facilitant ainsi l'échange 
gazeux. Une condition nécessaire pour la formation d'un échange de gaz effectif est la 
proximité des capillaires et de l'épithélium après la différenciation des cellules épithéliales 
alvéolaires (AEC) de type 2 cubiques, en fines cellules de type 1, et une diminution du 
mésenchyme alentour. Les AEC2 commencent à produire le surfactant autour de 24-25 
semaines de gestation, les alvéoles apparaissent, et les alvéoles en forme de coupe avec 
double-boucles capillaires se développent, augmentant ainsi la surface du lit capillaire 
alvéolaire. Les voies respiratoires, les artères, et les veines augmentent de taille 266. 
 
Certaines études suggèrent que le réseau vasculaire pulmonaire provient de vaisseaux pré-
existants via l’angiogenèse (prolifération et migration des CE existantes). D'autres études ont 
prouvé que l'angiogenèse ne peut jouer un rôle que pour les artères proximales, alors que la 
vasculogenèse (développement vasculaire à partir de progéniteurs endothéliaux durant 
l’embryogenèse) pourrait être important pour le développement des artères périphériques 
et des capillaires, qui ensuite se connectent aux artères proximales 267-271. Plusieurs facteurs 
de croissance pro-angiogènes sont impliqués dans le développement vasculaire pulmonaire. 
Le plus largement étudié est le VEGF, qui est impliqué à la fois dans l'angiogenèse et la 
vasculogenèse. Les cellules épithéliales semblent être une source prédominante de VEGF au 
cours du développement pulmonaire, ce qui suggère que les voies respiratoires et 
l'épithélium alvéolaire sont essentiels pour la génération de la totalité du réseau vasculaire 
pulmonaire 272-275. Un déficit d'expression du VEGF et de sa signalisation n’ont pas seulement 
des effets néfastes sur le développement et le maintien vasculaire, mais aussi sur la 
structure et l'intégrité du poumon entier 275-277. D'autres facteurs pro-angiogènes, comme 
l'angiopoïétine-1, sont également impliqués dans la formation des vaisseaux sanguins 278. En 
outre, les taux et l'activité finement régulés d’autres « facteurs de croissance », comme le 
TGF-β, sont importants pour un développement vasculaire coordonné, comme illustré par 
les résultats montrant que des souris surexprimant du TGF-β1 au cours du développement 
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pulmonaire, présentent un défaut de différenciation épithéliale et une diminution de la 
vascularisation capillaire 279 
 
Les trois principales sources de CML vasculaires (CMLV) dans le poumon en cours 
développement pourraient expliquer certains mécanismes de génération de CMLV 
retrouvées ensuite dans la physiopathologie de l’hypertension pulmonaire : (1) les CML 
bronchiques forment la couche interne des CMLV dans les artères qui accompagnent les 
avant-dernières voies respiratoires 266, 268 , (2) les fibroblastes entourant la paroi artérielle se 
différencient en CMLV après la libération de facteurs de croissance chimioattractants, tels 
que le « PDGF » (Platelet Derived Growth Factor), ou l’ « EGF » (Epidermal Growth Factor) de 
l'endothélium en réponse à l'Ang-1 sécrétée par les cellules mésenchymateuses 280 ; (3) les 
CMLV peuvent également provenir de la lumière vasculaire via la transition endothéliale-
mésenchymateuse (EMT) 281. Des mécanismes de transition similaires pourraient être 
impliqués dans le remodelage artériel pulmonaire du poumon fibrotique adulte. 
 
1.3.3.1.2. Pathologies interstitielles pulmonaires  
 
Les pathologies interstitielles pulmonaires (PIP) constituent un groupe de troubles 
diffus du parenchyme pulmonaire, et sont classées en fonction de caractéristiques cliniques, 
radiologiques et histopathologiques spécifiques 282. Dans la plupart des cas, les PIP n’ont pas 
de cause identifiable sous-jacente et sont donc considérées comme idiopathiques. 
Fréquemment cependant, elles sont associées à une exposition environnementale 
particulière ou une maladie du tissu conjonctif sous-jacente. La radiographie a permis de 
caractériser les PIP avec une grande précision. Les PIP constituent un groupe hétérogène de 
maladies pulmonaires qui représentent plus de 200 entités cliniques 283. Bien que les 
différentes PIP aient des présentations cliniques assez similaires - essoufflement croissant, 
fonction pulmonaire restrictive, perturbation des échanges gazeux et « ombrage » très 
étendu sur la radiographie du thorax - elles comprennent un très large éventail de 
pathologies, de manifestations cliniques et d’évolutions. Dans environ deux tiers des cas de 
PIP, aucune étiologie n’a été rapportée 284. Le tiers restant est associé à (ou défini par) divers 
facteurs environnementaux ou professionnels, y compris le tabagisme, l'aspiration, certains 
médicaments et la radiothérapie 285, 286. Malgré leur complexité reconnue, il y a peu 
d’arguments en faveur d’une gestion optimale des PIP. La morbidité des PIP elles-mêmes et 
les effets indésirables des traitements disponibles peuvent être élevés, avec des 
conséquences potentiellement graves, comme notamment des risques de mauvaise prise en 
charge. L’amélioration de la survie et la guérison des différentes formes de PIP sont 
tributaires d'une meilleure compréhension de la physiopathologie de la maladie, de la 
précision du diagnostic dans la pratique clinique, et de l’analyse de potentiels biomarqueurs 
qui pourraient guider le clinicien dans leurs traitements 287. 
L'évolution clinique des patients atteints de PIP est variable et peut présenter de 
longues périodes de stabilité, une dégradation progressive et régulière, et / ou des périodes 
de détérioration aiguë 288. Certaines formes de PIP répondent bien au traitement, d'autres 
ne sont pas sensibles à de fortes doses d'anti-inflammatoires (par exemple la 
dexaméthasone) ou d’agents immunosuppresseurs. La transplantation pulmonaire est une 
alternative pour certains patients, mais de nombreux patients sont trop âgés ou décèdent 
sur la liste d'attente 289. Une des raisons possibles expliquant la forte mortalité sur la liste 
d'attente de transplantation pulmonaire, est l'évolution variable de la maladie, ce qui 
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complique la prévision du pronostic. Par conséquent, l'identification de facteurs prédictifs de  
survie est essentielle pour une meilleure prise en charge 290. 
La FPI, de pronostic très défavorable, fait donc partie des PIP 282 et fait l’objet du 
paragraphe suivant. 
 
1.3.3.1.3. Remodelage vasculaire dans la fibrose pulmonaire idiopathique 
 
La FPI est caractérisée par un remodelage vasculaire hétérogène avec des régions 
fibrotiques qui contiennent peu de vaisseaux sanguins, alors que les régions adjacentes non 
fibrotiques sont extrêmement vascularisées 260, 291. Les régions fibrotiques comprennent des 
CE apoptotiques mais aussi en prolifération, entrainant la formation d’anastomoses entre les 
capillaires alvéolaires et les veines pulmonaires menant à une architecture vasculaire 
aberrante 259-261. Ces changements conduisent à la réduction du réseau vasculaire 
pulmonaire. Au cours de la FPI humaine, la diminution du réseau vasculaire est due à 
l’expansion du tissu cicatriciel mais également à un déséquilibre entre les facteurs pro-
angiogènes et anti-angiogènes. En effet, la diminution d’expression de facteurs comme le 
VEGF est parallèle à l’augmentation d’expression de facteurs comme le PEDF 260, 291. Par 
ailleurs, l’apoptose des CE pourrait aussi être induite par une augmentation du stress 
oxydatif 292. De façon intéressante dans ce contexte d’apoptose des CE, un nombre diminué 
de PEC a été retrouvé 262. Cette diminution de cellules circulantes pourrait donc être due soit 
à une biodisponibilité moindre des PEC, soit à un afflux de domiciliation pulmonaire vers les 
sites endommagés. Les PEC pourraient donc être impliqués dans le remodelage vasculaire 
observé dans la FPI. 
Des changements histopathologiques importants de l’artère pulmonaire jouent 
également un rôle important dans le développement de l'hypertension pulmonaire, 
maintenant reconnue comme l’un des marqueurs pronostiques de la FPI 293. Un large 
éventail d’altérations structurelles de l’artère pulmonaire peut être ainsi observé, allant de 
lésions isolées caractérisées par l’épaississement de la couche de muscle lisse et par la 
prolifération de l’intima, à l’occlusion complète du vaisseau par le tissu cicatriciel et les 
lésions plexiformes. Ces lésions seraient liées à la prolifération des CMLV due à la libération 
au niveau du tissu fibrotique, et notamment des CE apoptotiques, de facteurs de croissance 
comme le TGF-β1 ou le PDGF 294. Ainsi, l’étendu de ces lésions augmente avec la progression 
de la fibrose dans les tissus adjacents 295. Le stress oxydatif pourrait également jouer un rôle 
dans la prolifération des fibroblastes et des CMLV et ainsi contribuer à des changements 
pathologiques dans les 3 couches de tissu de l’artère pulmonaire 
292
. D’autres mécanismes 
vont aussi probablement contribuer au remodelage vasculaire et à l'hypertension 
pulmonaire au cours de la FPI, comme un dysfonctionnement des CE conduisant à une 
diminution de la libération de molécules vasodilatatrices et d’inhibiteurs de la prolifération 
des CMLV, notamment d’oxyde nitrique (NO) et de prostacyclines 
6, 294, 296, 297. La diminution 
de la libération de vasodilatateurs et l’augmentation de sécrétion de vasoconstricteurs 
comme l’endothéline-1, le thromboxane A2 et l’angiotensine II, indiquent que le phénomène 
de vasoconstriction contribuerait à augmenter la pression artérielle pulmonaire et ainsi le 
remodelage vasculaire 294, 296. Par ailleurs, certains facteurs de croissance libérés par le tissu 
fibrotique, tel que le TGF-β1, pourraient être responsables des processus de transitions 
épithélio-mésenchymateuse et endothélio-mésenchymateuse, mécanismes qui 
participeraient aussi à l’accumulation de myofibroblastes dans l’intima ou à l’expansion des 




Physiopathologie de la FPI : interactions épithélio-mésanchymateuses consécutives à une 
atteinte pulmonaire 
 
Après une lésion du tissu pulmonaire, les cellules épithéliales et immunitaires confèrent un 
environnement pour la réparation ultérieure en stabilisant la matrice riche en fibronectine 
nouvellement formée pour compenser la perméabilité pulmonaire croissante, en réponse à 
des signaux prolifératifs et migratoires de la membrane basale alvéolaire dénudée, limitant 
ainsi la perte de la barrière fonctionnelle, et en relargant des facteurs chimiotactiques qui 
stimulent la migration des fibroblastes endogènes dans la voie respiratoire ou l’alvéole 299-
301. Un certain nombre de ces facteurs chimiotactiques vis-à-vis des fibroblastes sont 
détectables dans le fluide de lavage bronchoalvéolaire (BALF): acide lysophosphatidique 
(LPA), CCL-18, PGE2 & PGF2α, SDF-1 (CXCL12) parmi d’autres 302-305. Certaines études sont en 
faveur d’une origine épithéliale des ces facteurs chimiotactiques. En effet, des expériences 
d’immunomarquages et/ou d’hybridation in situ ont montré que les cellules épithéliales 
pulmonaires expriment le MCP-1 et le TNF-α après une lésion tissulaire 306, 307. Dans ce 
contexte de lésion, les fibroblastes (et peut-être d’autres cellules mésenchymateuses) du 
parenchyme pulmonaire relarguent des facteurs affectant l’épithélium pulmonaire, comme 
certains peptides dérivés de l’angiotensine et le FGF7 (KGF) 308-310. Par analogie avec les 
interactions entre les cellules tumorales et le stroma, le TGF-β1 latent et le PDGF, et plus 
largement les facteurs dérivés des fibroblastes, pourraient provenir de l’interstitium et 
affecter l’épithélium, mais jusqu’à maintenant leur identification et les preuves 
fonctionnelles restent à définir. 
Par ailleurs des études ont rapportés une augmentation d’expression des ligands Wnt et Shh 
dans les cellules épithéliales anormales dans la FPI 311, 312, sans savoir pour autant si ces 
protéines faiblement diffusibles stimulent directement les fibroblastes interstiels.  
 
Physiopathologie de la FPI : transition épithélio-mésanchymateuse (Epithelial to 
Mesanchymal Transition, EMT) 
 
La transition épithélio-mésanchymateuse ou EMT représente un aspect de l’expression de la 
plasticité épithéliale. Par extrapolation, ce phénomène d’EMT est un mécanisme cellulaire 
de « switch » de  lignée par lequel les cellules épithéliales subissent d’importantes 
reprogrammations transcriptionnelles et deviennent des cellules mésenchymateuses. 
Malgré que l’EMT soit bien documenté dans l’embryogenèse, son occurrence dans la vie 
adulte, aussi bien dans la fibrogenèse que dans la progression tumorale, semble plus 
restreinte, réversible, et souvent moins extrême dans ses conséquences. L’EMT dans la vie 
adulte est généralement une réponse à une lésion, une inflammation, ou à une signalisation 
cellulaire épithéliale anormale soutenue. L’EMT dans ce contexte permet aux cellules 
épithéliales au moins temporairement de « switcher » d’un type cellulaire polarisé et ancré à 
la matrice avec de nombreux contacts cellule/cellule vers un type cellulaire plus mobile et 
avec un phénotype migratoire provenant de la perte de contacts E-cadhérine-dépendants, 
de la réorganisation du cytosquelette avec l’expression de filaments mésenchymateux, et 
d’extensions de la membrane cellulaire (lamellipodes) 
313, 314
. Selon l’importance et la durée 
de la signalisation « pro-EMT », les cellules épithéliales modifient davantage leur phénotype 
avec perte totale de la E-cadhérine et de l’expression des protéines de jonction ainsi que 
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l’acquisition de récepteurs d’adhésion, de protéases et de la production de matrice 
extracellulaire de profil mésenchymateux complet. La reprogrammation de cette panoplie 
de facteurs de transcription actifs et de microRNAs guide ce processus 313, 315, 316. Dans 
l’ensemble, ces réponses sont supposées favoriser le phénomène de cicatrisation et 
pourraient en effet constituer une part vitale et réversible des réponses épithéliales vis-à-vis 
de la rupture de l’homéostasie. De ce point de vue, l’EMT n’est pas seulement un mécanisme 
de génération de fibroblaste mais un continuum de la réponse épithéliale qui organise la 
réparation cellulaire. 
Le processus d’EMT influence probablement le remodelage tissulaire à travers des 
mécanismes aussi bien directs qu’indirects. Les cellules épithéliales qui subissent une 
transition mésenchymateuse avec augmentation de synthèse de nouveaux composants de la 
matrice pourraient contribuer directement à l'accumulation tissulaire de collagène. Mais 
l’altération des interactions épithéliales avec les cellules mésenchymateuses environnantes 
pourraient se produire de façon précoce au cours de l'EMT. Les mouvements des cellules 
épithéliales ou de leurs expansions cellulaires à proximité des fibroblastes endogènes 
peuvent autoriser une signalisation paracrine plus étendue. En outre, les chimiokines et les 
cytokines libérées par les cellules épithéliales qui subissent une EMT peuvent activer ou 
recruter des fibroblastes, de façon analogue à ce type d’évènements récemment élucidés 
dans la progression tumorale. Ces mécanismes indirects pourraient être au moins aussi 
importants que les effets directs de l’EMT sur l'expansion des fibroblastes. Comme indiqué 
plus haut, les modèles de fibrose pulmonaire pour lesquels il existe le plus de données en 
faveur du mécanisme d’EMT, sont les modèles pour lesquels on pourrait le plus facilement 
envisager l'activation de voies paracrines directes et indirectes au cours de l'EMT. 
 
Régulation de l’EMT : détection d’intégrine dans la signalisation du TGF-β1 et l’EMT 
 
L’acteur central le plus étudié dans l’EMT est le TGF-β1, et la signalisation à travers cette 
cytokine caractérise la coordination nécessaire pour effectuer les phases précoces et 
tardives de l’EMT 
317. Les cellules épithéliales semblent utiliser deux systèmes distincts de 
détection dépendants d’intégrines pour réguler la signalisation « TGF-β1 ». L’activation 
initiale par le TGF-β1 sur les cellules épithéliales alvéolaires pulmonaires requière la liaison 
du TGF-β1 latent à l’intégrine αvβ6 318. L’activation du TGF-β1 est ensuite déclenchée par des 
réponses couplée aux protéines G à des agonistes pro-inflammatoires (acide 
lysophosphatidique - LPA2 - et thrombine notamment, tous deux via le récepteur PAR-1) qui 
active l’intégrine 
319, 320. En effet, l'intégrine agit en détectant des « déclencheurs » 
inflammatoires, cela étant une condition préalable à l'activation par les cytokines. Un second 
« détecteur » dépendant des intégrines couple les réponses de signalisation vis-à-vis du 
TGFβ1 actif, aux contacts « cellule/cellule » et « cellule/matrice » : la perte de contacts 
cellulaires normaux déclenche l'assemblage de complexes de signalisation contenant le 
système E-cadhérine/β-caténine, l’intégrine α3β1,  et les récepteurs au TGF-β1, qui ensuite 
génèrent des complexes transcriptionnels de β-caténine phosphorylée (au niveau d’une 
tyrosine cible) et Smad phosphorylée (p-Smad). Ces complexes se déplacent et s'accumulent 
dans le noyau afin de reprogrammer les cellules épithéliales vers un phénotype davantage 
migratoire et mésenchymateux. De telles cellules peuvent libérer des facteurs qui modulent 
l'inflammation et peuvent par ailleurs devenir des fibroblastes ou activer les fibroblastes. 
Dans ce cas, l'intégrine détecte la lésion tissulaire comme condition préalable à l'initiation de 
la réparation cellulaire. L’ensemble de ces « capteurs » agit probablement en régulant 
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négativement cet aspect de la signalisation du TGF-β1 dès lors que l’effet des agonistes pro-
inflammatoires s’atténuent et que les contacts cellulaires physiologiques sont rétablis.  
Le TGF-β1 est sécrété sous la forme d’une cytokine latente liée à un peptide (Latency 
Associated Peptide, LAP) de façon non covalente, qui à la fois séquestre l’activité du TGF-β1 
et le localise dans la matrice extracellulaire, en particulier lié à la fibronectine 321. Les sources 
de TGF-β1 latent au cours de l'inflammation et de la réparation tissulaire dans les poumons 
sont probablement nombreuses, mais à la fois les macrophages et les cellules épithéliales 
sont considérés comme des sites majeurs de sa synthèse et de sa sécrétion. Les cellules 
épithéliales portant l’intégrine αvβ6 lient le TGF-β1 latent via le motif peptidique RGD du 
LAP et change la conformation de la cytokine vers une conformation active (capable de se 
lier à son récepteur). La liaison du TGF-β1 latent à αvβ6 est nécessaire mais pas suffisante 
pour l’activation du TGF-β1. L'intégrine doit être activée par des connexions au 
cytosquelette qui sont établies en aval de la signalisation des récepteurs couplés aux 
protéines G. Au moins un des facteurs pro-inflammatoires qui entrent en jeu au cours d’une 
lésion tissulaire (thrombine, LPA2) régule l'activation de l'intégrine 319, 320. D'autres 
chimiokines ou cytokines agissant par l'intermédiaire de récepteurs couplés aux protéines G 
qui ont été décrites comme favorisant l’EMT, comme par exemple l'endothéline 1, 
pourraient fonctionner au moins en partie grâce à ce mécanisme 322. Ainsi, les cellules 
épithéliales répondent à des signaux diffusibles impliquant une lésion à proximité, pour 
initier la signalisation TGF-β1. Les cellules épithéliales répondent également à des 
modifications de leur MEC, notamment comme la stimulation de l’engagement intégrine-
dépendant du collagène de type I ou de la fibronectine, et de signalisation de l'intégrine qui 
se traduit par la rigidification cellulaire, la réorganisation du cytosquelette (reflétant 
l'activation de Rho) 323, 324, et l’activation d’αvβ6. Par conséquent, le dépôt d'une matrice 
provisoire de fibrinogène et de la fibronectine consécutif aux modifications de la 
perméabilité de la barrière épithéliale induits par la lésion, et le remplacement ultérieur de 
la matrice par les collagènes fibrillaires, pourrait supporter l’activation du TGF-β1 325. 
Bien que les cellules épithéliales pulmonaires distales semblent utiliser exclusivement αvβ6 
pour activer le TGF-β1, des données récentes indiquent que d’autres types cellulaires 
comme les cellules épithéliales des voies aériennes, les cellules dendritiques, et les 
fibroblastes, utilisent un mécanisme similaire. Les cellules dendritiques et les cellules 
épithéliales des voies aériennes ciliées lient le TGF-β1 latent principalement par l’intégrine 
αvβ8, alors que les fibroblastes auraient recours à l’intégrine αvβ5 
326-329. Comme pour les 
cellules épithéliales, les fibroblastes répondent à l'engagement avec la matrice via 
l’activation d'intégrine, et cette signalisation FAK/Src dépendante est importante pour 
l'activation du TGF-β1 latent 329. Et comme avec les cellules épithéliales, les agonistes pro-
inflammatoires ainsi que la MEC semblent activer ce processus. Le facteur Xa est un puissant 
médiateur de l'activation du PAR-1 (protease-activated receptor 1), conduisant ensuite à 
l'activation intégrine-dépendante du TGF-β1. L’activité du facteur Xa de la coagulation au 
niveau pulmonaire est élevée dans la FPI, de même que dans les modèles expérimentaux de 
fibrose pulmonaire, et la cinétique d’activation du facteur X consécutive à une lésion 
expérimentale corrèle avec la phase fibrotique 328. Sur les cellules épithéliales des voies 
respiratoires et les fibroblastes, la liaison du TGF-β1 latent à l'intégrine semble positionnée 
de manière à favoriser le clivage protéolytique de TGF-β1 latent et la libération de cytokines 
actives, peut-être en favorisant des signalisations supplémentaires autocrines autant que 
paracrines 327. De nombreux travaux rapportant la présence de TGF-β1 actif dans les BALF et 
 56 
dans des explants de poumons lésés ou fibrotiques, reflètent probablement largement ces 
voies d'activation du TGF-β1.  
Le second système intégrine-dépendant de régulation du TGF-β1 coordonne les contacts 
cellulaires avec les réponses cellulaires au TGF-β1 actif. Kapus et al 330 ont remarqué que les 
cellules épithéliales rénales cultivées pratiquement à confluence ne parviennent pas à subir 
des réponses de type EMT au TGF-β1 actif, tandis que les cellules cultivées à faible densité 
ou maintenu dans des milieux à faible taux de Ca2+ développent des caractéristiques 
typiques d'une EMT. Ces études ont également suggéré un rôle pour la β-caténine et la E-
cadhérine dans la régulation contact-dépendante de l’EMT. Ces résultats sont par ailleurs 
intriguant parce que la E-cadhérine est physiquement associée à au moins une fraction de 
récepteurs au TGF-β1, ce qui suggère la possibilité d’un « cross-talk » entre ces protéines de 
surface 331. L’intégrine α3β1 est un récepteur de laminines (surtout les laminines 332 et 331) 
et du collagène de type IV, mais qui s’associe aussi physiquement avec la E-cadhérine 332, 333. 
Dans le poumon, l'intégrine se trouve distinctement dans les bordures cellule/cellule 
colocalisées avec la E-cadhérine et β-caténine, ainsi que dans les surfaces cellulaires 
basilaires en contact avec les membranes basales 334. Mais les souris déficientes en α3β1 
dans l'épithélium pulmonaire se développent normalement, et les poumons présentent une 
fonction de barrière normale, ce qui indique que l'intégrine n'a pas de rôle structurel critique 
dans l'adhésion cellulaire ou dans les contacts cellule/cellule 335. Au contraire, des cellules 
primaires épithéliales déficientes en α3β1 présentent une réponse phénotypique au TGF-β1 
actif nettement atténuée, même si la phosphorylation initiale de Smad2/3 et sa 
translocation nucléaire semblent ne pas être affectées par la perte de l'intégrine. Des études 
précédentes ont montré que le TGF-β1 suscite une forte phosphorylation sur une tyrosine de 
la β-caténine, spécifiquement sur la tyrosine 654 (Y654), et que les cellules déficientes en 
intégrine ne parviennent pas à phosphoryler la β-caténine. Le résidu Y654 de la β-caténine 
régule sa liaison avec la E-cadhérine; la phosphorylation de ce résidu dissocie la E-cadhérine 
de la β-caténine 336. Ainsi, parallèlement à la phosphorylation de Smad2, les complexes de p-
Y654-β-caténine et p-Smad2 se forment et se transloquent vers le noyau. Les complexes β- 
caténine/Smad2 α3β1-dépendants et le développement de myofibroblastes ont également 
été observés in vivo. Dans le modèle de fibrose induite par la bléomycine, les souris 
déficientes en α3 spécifiquement dans les cellules épithéliales pulmonaires, ne parviennent 
pas à former les complexes p-Y654-β-caténine/p-Smad2 lors de la phase fibrotique (14-21 
jours), et l'apparition de nouveaux myofibroblastes ou d’expression de collagène de type I 
était nettement atténuée. 
L’analyse de biopsies pulmonaires provenant de patients FPI a révélé que la plupart des 
myofibroblastes dans les foyers fibroblastiques sont fortement positifs pour la p-Y654-β-
caténine nucléaire 335. Une sous-fraction de cellules épithéliales alvéolaires est également 
positive pour la p-Y654-β-caténine nucléaire. Ces observations corroborent le principe que 
l’EMT est un facteur important de l'accumulation des myofibroblastes dans la FPI et sont 
compatibles avec les données récentes montrant que la voie de signalisation Wnt est active 
pendant la fibrogenèse chez les patients FPI 311. Le ligand Wnt est prévu pour stabiliser la p-
Y654-β-caténine, même si la signalisation Wnt n'est pas nécessaire pour la phosphorylation 
de la tyrosine de la β-caténine ou pour sa complexation avec Smad2. La signalisation Wnt 
stabilise également les niveaux de  Smad3 via l'inactivation de GSK3β, soutenant davantage 
le « cross-talk » entre GSK3β et la signalisation TGF-β1 337. Si la β-caténine phosphorylée 
nucléaire reflète un processus d’EMT, d'autres mécanismes non caractérisés soutenant cette 
voie de signalisation sont plausibles car les myofibroblastes sont dépourvus de E-cadhérine. 
 57 
D'autres études sont clairement nécessaires pour élucider à la fois la signalisation qui 
conduit aux complexes nucléaires p-Y654-β-caténine/Smad2 dans les myofibroblastes de 
patients atteints de FPI, et les conséquences exactes de ces complexes sur les phénotypes de 
ces myofibroblastes. 
 
Régulation de l’EMT : autres voies de signalisation impliquées l’EMT 
 
Comme relaté dans le paragraphe précédent, la voie de signalisation du TGF-β1 dépendante 
des protéines Smad est nécessaire mais pas suffisante à elle seule pour conduire l’EMT. En 
plus de la contribution importante des contacts cellulaires dans les réponses au TGF-β1, de 
nombreuses autres voies de signalisation influent sur les transitions mésenchymateuses : 
des voies impliquant par exemple Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK), AKT,  d’autres 
impliquant des substrats « non Smad » pour le récepteur au TGF-β1 comme PAR-6 et Shc, 
favorisent l’EMT 317, 338-342. Mais l'impact de l'activation de la MAPK sur la signalisation Smad 
est complexe et semble être dépendante du type cellulaire. Dans certaines cellules, la 
phosphorylation par la MAPK de la région de liaison entre les deux domaines de liaison à 
l'ADN des protéines Smad supprime leur translocation nucléaire, et cette suppression est 
l'effet dominant de l'activation de la MAPK sur la signalisation Smad 340. Dans d'autres 
contextes, les facteurs de transcription en aval de l'activation de la MAPK, comme la 
protéine activatrice 1 (AP-1) et le facteur nucléaire-κB (NF-κB), sont activés et interagissent 
avec les protéines Smad dans le noyau, et l'effet dominant est de promouvoir les réponses à 
la signalisation Smad. Par exemple, la liaison nucléaire de Smad3 à AP-1 dans un système 
cellulaire est critique pour la liaison au promoteur du gène du collagène I par Smad3 et la 
transcription dépendante de Smad 343. L’activation de Jun en aval de la MAPK favorise l’EMT 
induite par le TGF-β1 des cellules épithéliales alvéolaires 341. L'implication positive de Jun et 
d'autres MAPK dans le processus d’EMT contribue probablement à une grande partie de la 
synergie rapportée entre l’EGF, et éventuellement d'autres activateurs de récepteurs à 
tyrosine kinase, et le TGF-β1 dans l’EMT 344, 345. Une voie de signalisation distincte 
supplémentaire impliquée dans l'EMT a été rapportée dans les cellules exprimant la 
métalloprotéase matricielle 3 (MMP3, également connu sous le nom stromélysine 1). Les 
cellules épithéliales du sein surexprimant la MMP3 subissent une EMT à la fois in vitro et in 
vivo. De manière intéressante, cette voie d'EMT est dépendante de l'induction de Rac1b à 
travers un mécanisme dépendant d’espèces réactives de l'oxygène 346. Dans ce cas, l’EMT 
peut être bloquée par des agents réducteurs tels que la N-acétylcystéine. Il n'est pas encore 
très clair si cette voie contribue à l'EMT et/ou au remodelage tissulaire dans le poumon 
blessé. L’existence d’une interface mécanistique entre la signalisation TGF-β1 et l’expression 
de MMP3 est également inconnu.  
Par opposition à l'ensemble des voies de signalisation responsables de l’EMT induite par le 
TGF-β1, la signalisation « BMP », via BMP7 (une des protéines de la famille des Bone 
Morphogenetic Proteins, BMP) bloque cette EMT induite par le TGF-β1, ainsi que la fibrose 
dans les modèles de lésions rénales 347. BMP7 bloque également la production de collagène 
par les myofibroblastes induite par TGF-β1 348. Ces résultats sont pertinents concernant le 
remodelage des tissus pulmonaires : en effet, gremlin, un antagoniste de la signalisation 
BMP, est surexprimé dans la FPI 349. En outre, gremlin est également surexprimé dans le 
modèle de fibrose pulmonaire retrouvé dans l’asbestose, alors que l'administration de BMP7 
atténue la réponse fibrotique 350. En revanche, BMP7 ne prévient pas la fibrose chez les 
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souris exposées à la bléomycine 351. Le rôle de BMP7 dans la régulation de l’EMT des cellules 
épithéliales pulmonaires, in vitro ou in vivo, reste à déterminer. 
 
Régulation de l’EMT : inflammation et EMT 
 
Lors d’une lésion pulmonaire, différents effets délétères peuvent moduler le devenir de la 
réparation cellulaire. L’inflammation en fait partie. L’inflammation résulte à la fois d’un état 
anti-fibrinolytique avec la persistance de matrices provisoires pulmonaires riches en fibrine / 
fibronectine qui favorisent la croissance des fibroblastes, et potentiellement de la 
persistance de médiateurs solubles pro-inflammatoires et profibrotiques comme la 
thrombine et le facteur Xa, des chimiokines et cytokines comme l’IL-6 et l’IL-13, qui 
favorisent l’activation du TGF-β1 en continue 352, 353. Par ailleurs, les macrophages qui 
s’accumulent dans l’infiltrat inflammatoire constituent une source importante de protéases, 
de TGF-β1 latent, et d’autres cytokines profibrotiques 354. Par exemple, le TNF-α et l'IL-1β 
accentuent l’EMT médiée par le TGF-β1 355, 356. En outre, la libération des métalloprotéases 
et des cathepsines à partir des cellules épithéliales et des macrophages, contribue à la perte 
des contacts cellulaires et à la rupture des membranes basales, ce qui facilite la migration 
cellulaire et donc l’EMT 357. Les cellules épithéliales peuvent également contribuer à 
maintenir l'inflammation : l'hyperactivité de NF-κB leurs permet de libérer un certain 
nombre de cytokines et de chimiokines qui favorisent l'inflammation pulmonaire 358. Quand 
l'inflammation diminue, le stimulus pour l’EMT diminue, et cette transition peut 
potentiellement s’inverser. 
 
Régulation de l’EMT : hypoxie et EMT 
 
Un deuxième effet délétère des lésions pulmonaires est l'hypoxie locale provenant d'un 
œdème alvéolaire et / ou d’un collapsus. L’hypoxie résulte de l'accumulation de HIF1α et 
HIF2α, via la perte de l'ubiquitination dépendant de l'oxygène et de l’inhibition de la 
dégradation de ces facteurs de transcription, ainsi que de la reprogrammation épithéliale qui 
ressemble en certains points à celle consécutive à la signalisation TGF-β1 359. L’EMT induite 
par l'hypoxie et HIF-dépendante, un processus initialement rapporté dans les modèles de 
fibrose rénale, a également été observé plus récemment dans un modèle de tumorigenèse 
pulmonaire 360, 361. Les cellules épithéliales alvéolaires subissent une EMT in vitro en réponse 
à l'hypoxie, mais il y a actuellement peu de preuves in vivo de ce phénomène au cours de la 
fibrogenèse 362. Cependant il faut noter que l'augmentation de l’expression de HIF1α et de 
ses gènes cibles a été décrite à la fois dans la fibrose induite par la bléomycine et dans des 
prélèvements de patients FPI 363. En outre, les souris avec l’haplo-insuffisance du complexe 
protéique Von Hippel Lindau (VHL), un élément requis pour l'ubiquitination de HIF, 
développent spontanément une fibrose pulmonaire, impliquant la signalisation dépendante 
de HIF dans la fibrogenèse pulmonaire 364. Le collapsus alvéolaire est important dans la 
phase de guérison après une lésion du poumon, et a été proposé comme un mécanisme 
physiopathologique de la FPI 365. 
Les études sur l’EMT induite par l'hypoxie ont décrit l’implication de la stabilisation à la fois 
de HIF1α et HIF2α dans la reprogrammation transcriptionnelle de l’EMT 360, 361. D’autres 
études récentes révèlent que l'un des effecteurs de la reprogrammation agit via l'induction 
de la lysyl oxydase, agissant à la fois au niveau extracellulaire pour stabiliser le dépôt de 
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collagène et au niveau intracellulaire pour favoriser la signalisation « EMT-like » via la 
stabilisation du répresseur « Snail-1 » de la E-cadhérine 366. En revanche, HIF2α est 
l’isoforme majeur de HIF, critique pour l’EMT dans la tumorigenèse du poumon 361. 
 
Physiopathologie de la FPI : TGF-β1 & Angiostatine 
 
L'angiostatine provient de la protéolyse du plasminogène par une métalloélastase des 
macrophages et d’autres MMP, ou par réduction de la plasmine 367-369. L’angiostatine est 
constituée des quatre premiers domaines « kringle » de la plasmine. Un domaine kringle est 
une structure en triple boucle reliées par trois paires de ponts disulfure 370. L’angiostatine 
inhibe la prolifération, induit l'apoptose, et empêche la migration des CE in vitro 371, 372. Les 
mécanismes moléculaires impliqués incluent l'activation de la kinase d'adhésion focale 
(FAK), la génération de céramide, l’activation de RhoA, et l'inhibition d'une « a/b ATP 
synthase » à la surface des CE 372-376. Des niveaux élevés de l'angiostatine plaquettaire ont 
été rapportés chez certains patients atteints d'HTAP idiopathique 377. Une surexpression 
pulmonaire d’angiostatine aggrave l’hypertension pulmonaire dans un modèle d'hypoxie 
chronique, qu'on suppose être une conséquence de la vascularisation diminuée 378. 
L'angiostatine pourrait être impliquée dans la physiopathologie de la FPI par l'activation 
altérée du plasminogène. En effet, dans les tissus sains, le plasminogène est clivé par 
l'activateur du plasminogène tissulaire (tPA) ou « urokinase » (uPA) pour former l'enzyme 
active, la plasmine, qui contribue directement, et par l'intermédiaire de l'activité accrue des 
MMP, à la dégradation de la MEC 379. Dans la FPI, l’inhibiteur de l'activateur du 
plasminogène-1 (PAI-1) est induit par le TGF-b et inhibe l'activation du plasminogène 379. Il 
en résulte une décomposition réduite de la MEC, et une augmentation du recrutement de 
cellules inflammatoires 379. Le plasminogène non clivé peut ensuite être de plus en plus clivé 
pour générer l’angiostatine, probablement par des métalloélastases de macrophages, ou par 
effet direct du PAI-1 sur le plasminogène. Des niveaux d’angiostatine localement élevés dans 
le tissu fibreux peuvent contribuer à l'apoptose des CE, et à une raréfaction vasculaire 380. 
Toutefois, l’implication de l'angiostatine dans la fibrose et l’hypertension pulmonaire liée à la 
FPI doit être démontrée avant que l'angiostatine puisse être considéré comme une nouvelle 
cible thérapeutique, ou même comme un biomarqueur de l'évolution clinique. 
 
1.3.3.1.4. Hypertension pulmonaire 
 
L'hypertension pulmonaire (HTP) se caractérise par une obstruction vasculaire 
pulmonaire conduisant à une augmentation progressive des résistances à l'écoulement 
sanguin et, à terme, à une défaillance cardiaque droite pouvant être à l'origine du décès du 
patient en l'absence de traitement. Elle est définie par une pression artérielle pulmonaire 
moyenne (PAPm) ≥ 25 mmHg au repos, mesurée lors du cathétérisme cardiaque droit 381. 
Une PAP occluse ≤ 15 mmHg définie une HTP précapillaire. 
Il existe plusieurs formes d'hypertensions pulmonaires, regroupées en 5 classes distinctes 
(Tableau 4) en fonction des similitudes qu'elles présentent dans leur physiopathologie, leur 
présentation clinique et leur prise en charge thérapeutique. La classification a été revue et 
modifiée à Dana Point (Californie) en 2008 382. 
L'hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) regroupe toutes les formes présentant une 
atteinte des artères de petit calibre. Qu'elles soient idiopathiques, héritables ou associées à 
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diverses pathologies (connectivite, cardiopathie congénitale, hypertension portale, infection 
par le VIH, bilharziose, anémie hémolytique chronique) ou à la prise d'anorexigènes, ces 
formes sont caractérisées par une dysfonction endothéliale pulmonaire et des modifications 
histologiques similaires, justifiant une prise en charge thérapeutique identique. Des 
mutations germinales de gènes codant des récepteurs des membres de la superfamille du 
TGF-β (transforming growth factor-β) tels que BMPRII (bone morphogenetic protein receptor 
type 2) 383, ALK-1 (activin-receptor-like kinase-1) et endogline, ont été rapportées. Les 
mutations d'ALK-1 et d'endogline sont responsables de la télangiectasie hémorragique 
héréditaire, maladie caractérisée par la présence de multiples malformations artério-
veineuses. Dans la maladie veino-occlusive et l'hémangiomatose capillaire pulmonaire, 
l'atteinte vasculaire prédomine au niveau des veines et des capillaires. Malgré un pronostic 
plus sévère, les nombreuses similitudes cliniques et physiopathologiques avec les HTAP 
idiopathiques justifient leur inclusion dans ce groupe. 
Les autres formes d'HTP se distinguent de l'HTAP par l'association à une pathologie bien 
identifiée permettant aux patients de bénéficier d'un traitement spécifique. Les HTP post-
capillaires secondaires aux dysfonctions cardiaques gauches systoliques ou diastoliques ou 
aux valvulopathies gauches représentent le groupe 2. Le groupe 3 comprend les HTP 
compliquant les maladies respiratoires chroniques hypoxémiantes, le groupe 4, l'HTP post-
embolique chronique. Le groupe 5 comprend les HTP secondaires à des pathologies diverses, 
hématologiques, systémiques, métaboliques ou autres 382. 
La prévalence de l’HTAP est d'environ 15 à 50 par millions d'individus en Europe 384, 15 cas 
par million en France. Elle représente seulement 10% des HTP mais suscite beaucoup 






1. Hypertension artérielle pulmonaire 
HTAP idiopathique 
HTAP héritable (mutation de BMPR 2, ALK-1, endoglin ou inconnue) 
HTAP induite par la prise d'anorexigènes ou toxiques 
HTAP associée à : connectivites 
                              hypertension portale 
                              infection par le virus de l'immunodéficience humaine 
                              cardiopathies congénitales 
                              bilharziose 
                              anémie hémolytique chronique 
                              HTAP persistante du nouveau-né 
Maladie veino-occlusive et/ou hémangiomatose capillaire pulmonaire 




3. Hypertension pulmonaire due à une affection respiratoire et/ou une hypoxémie 
Bronchopneumopathie chronique obstructive 
Pneumopathies interstitielles 
Affection respiratoire associant un syndrome restrictif et obstructif 
Syndrome d'apnée du sommeil et autres syndromes d'hypoventilation alvéolaire 
Séjour prolongé en haute altitude 
4. Hypertension pulmonaire post-embolique chronique 
5. Divers 
Affections hématologiques : syndromes myéloprolifératifs, splénectomie 
Maladies systémiques : sarcoïdose, histiocytose X, lymphangioléiomyomatose, 
                                           neurofibromatose, vascularite 
Affections métaboliques : glycogénose, maladie de Gaucher, dysthyroïdies 




Concernant le rôle de progéniteurs endothéliaux dans l’HTP, Marsboom et al ont décrit une 
diminution des capacités pro-angiogènes des CFU-EC chez la souris 385. Ces résultats 
suggèrent l'existence d'un mécanisme compensatoire de mobilisation et recrutement de PEC 
dans l'HTP mais qui se révèle insuffisant car ces cellules présentent un défaut de 
fonctionnalité. L'ensemble de ces études n'est pas en faveur d'un rôle pathogène des PEC 
dans ce modèle, comme l'appuie l'aggravation de l'HTP chez les souris EPOR-/- chez qui la 
mobilisation des PEC est complètement inhibée 386. 
Les études réalisées chez l'homme ont montré des résultats contradictoires ne permettant 
pas de conclure sur le rôle exact des PEC, à la fois en termes de quantification et de 
fonctionnalité. 
Certains ont observé une diminution du nombre de PEC en comparaison à des sujets 
contrôles. Diller et al ont observé une diminution des cellules CD34+KDR+ dans l'HTAP 
idiopathique et le syndrome d'Eisenmenger 387. Fadini et al ont décrit une diminution des 
cellules CD34+CD133+KDR+ dans l'HTP secondaire à la fibrose pulmonaire idiopathique 262. 
Junhui et al ont montré une diminution des cellules CD133+KDR+ et des CFU-EC dans l'HTAP 
idiopathique 388. Cette diminution pourrait s'expliquer par un défaut de mobilisation des 
cellules. En effet, une baisse d'expression de la eNOS au niveau des lésions plexiformes 
pulmonaires 389, des concentrations élevées de diméthylarginine assymétrique (ADMA), 
inhibiteur de la NOS 390, et la présence de marqueurs d'inflammation 391 ont été observés, 
Tableau 4 : Classification OMS des hypertensions pulmonaires (Dana Point, 2008). 
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conduisant tous à une altération de la mobilisation des cellules progénitrices. Cette 
diminution pourrait aussi être le reflet d'une tentative de réparation endothéliale avec 
consommation des progéniteurs qui se révèle insuffisante pour pallier les lésions 
endothéliales existantes/continues. D'ailleurs, la capacité angiogène des CFU-EC semble 
altérée dans l'HTAPI 388 et chez les patients ayant un syndrome d'Eisenmenger 387, ainsi que 
la production de facteurs angiogènes 387. Cet épuisement pourrait aussi être lié à une grande 
mobilisation des PEC lors de la formation des lésions plexiformes, dont l'accès est facilité par 
une néovascularisation importante de l'adventice 392. 
A l'inverse, d'autres groupes ont décrit une augmentation des PEC dans l'HTP. Asosingh et al 
ont montré une augmentation des CFU-EC et des cellules progénitrices circulantes 
CD34+CD133+ dans l'HTAP idiopathique, sans modification du nombre d'ECFC, dans le sang 
périphérique et au niveau des artères pulmonaires, ainsi qu'une corrélation entre le nombre 
de cellules CD34+CD133+ et la PAP 393. Les capacités prolifératives des CFU-EC étaient accrues 
chez ces patients. Yao et al ont identifié des cellules CD34+KDR+ au sein des tissus 
endartériectomisés de patients souffrant d'HTP thromboembolique chronique 394. Toshner 
et al ont décrit une augmentation des cellules CD34+CD133+KDR+ dans l'HTAP idiopathique 5 
ainsi que la présence de cellules progénitrices (CD45+CD133+ ou c-kit+) au niveau des lésions 
vasculaires pulmonaires, telles que les lésions plexiformes et les lésions occlusives. L'origine 
de ces cellules, résidentes ou provenant de la circulation n'est pas connue. Cependant, 
l'expression de SDF-1 et de son récepteur le CXCR4 au niveau des lésions est en faveur d'un 
mécanisme de mobilisation des cellules 5, ainsi que l'amélioration de l'hypertension lors de 
l'inhibition du recrutement de cellules progénitrices par la voie SDF-1/CXCR4 395. Par ailleurs, 
un phénotype hyperprolifératif des ECFC de patients souffrant d'HTAP idiopathique et mutés 
pour le récepteur BMPRII a été décrit, ainsi qu'une diminution de leur capacité à former un 
réseau vasculaire, en comparaison à des sujets contrôles 5. 
 
1.3.3.2. Pathologies cardiovasculaires 
 
1.3.3.2.1. Artériopathie périphérique 
 
La maladie occlusive artérielle athérosclérotique touchant les extrémités inférieures 
est aussi connue sous le nom d’artériopathie périphérique. Cette affection touche 8 à 12 
millions d’individus aux Etats-Unis, et la prévalence en Europe et en Asie est en 
augmentation. Le stade ultime de l’évolution de l’artériopathie des membres inférieurs est 
l’ischémie dite critique, ou artériopathie oblitérante des membres inférieurs (AOMI). Elle est 
définie par des douleurs ischémiques au repos depuis plus de 2 semaines, une ulcération, ou 
une gangrène du pied ou des orteils, avec une pression artérielle systolique mesurée au 
niveau de la cheville, inférieure à 50 mm de mercure (Hg), et/ou une pression artérielle 
systolique mesurée au niveau des orteils, inférieure à 30 mmHg 396. L’évolution clinique est 
le plus souvent péjorative. Ainsi, le taux d’amputation est de l’ordre de 25% après un an 
d’évolution. Les localisations multifocales de l’athérosclérose et l’âge moyen élevé des 
patients expliquent aussi l’importante mortalité observée dans cette maladie. Dans tous les 
cas, la restauration d’une perfusion par pontage ou angioplastie doit être envisagée en 
première intention. Elle n’est cependant réalisable que dans 70% des cas. De plus, la 
perméabilité des pontages, surtout dans l’ischémie critique, est médiocre puisqu’elle ne 
dépasse pas 50 à 70% 3 ans après la chirurgie. L’occlusion des pontages est donc une cause 
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fréquente d’ischémie critique aigue des membres inférieurs. Lorsque la revascularisation est 
impossible, les prostanoïdes ont été essayés, mais sans succès probant 397. Aucune autre 
thérapeutique n’a démontré son efficacité dans ce contexte. Le traitement actuel repose 
donc sur les soins locaux des troubles trophiques associés éventuellement à une 
antibiothérapie prescrite par voie générale. La survie de ces patients est très compromise à 
court terme. 
Dans l’AOMI a lieu une angiogenèse réactionnelle en réponse à l’hypoxie résultant de 
l’occlusion artérielle athérosclérotique. Comme abordé dans le paragraphe 1.1., ce contexte 
d’hypoxie va entrainer la mobilisation de PEC, grâce notamment à la sécrétion de VEGF et à 
la stabilisation de HIF. Les travaux retrouvés dans la littérature qui explorent le lien entre 
progéniteurs endothéliaux et artériopathie périphérique sont axés sur leur mobilisation 
après un exercice physique ou sur leur potentiel en tant que biomarqueur de la sévérité de 
la maladie. 
Comme évoqué dans le paragraphe 1.4.2.1.4., l’exercice physique augmente les PEC définis 
comme CD34+/CD133+/KDR+ chez des patients atteints d’artériopathie périphérique, mais 
diminue le nombre de PEC lorsqu’on prend en compte la négativité du CD31 et du CD146 155. 
Une autre étude chez des patients atteints d’artériopathie périphérique, montre que 
l’exercice physique permet d’augmenter significativement le nombre de CFU-EC, 
parallèlement à une diminution de la diméthylarginine asymétrique, un inhibiteur de la NOS, 
reflétant ainsi un processus angiogène augmenté et une restauration de la fonction 
endothéliale 156. Par ailleurs ce taux de CFU-EC pourrait servir de marqueur de sévérité en 
regard de la classification de Fontaine, le nombre de CFU-EC diminuant dans les phases 
avancées de l’artériopathie périphérique 398. 
A notre connaissance, seule notre équipe a étudié à ce jour le rôle des ECFC dans la 
physiopathologie de l’artériopathie périphérique 399, 400. Ce type d’étude fait l’objet d’un des 
travaux présentés dans cette thèse. 
 
1.3.3.2.2. Insuffisance cardiaque et syndromes coronariens aigus 
 
L'insuffisance cardiaque (IC) est un syndrome clinique complexe qui peut résulter de 
n’importe quel trouble cardiaque structurel ou fonctionnel qui porte atteinte à la capacité 
du ventricule à se remplir de sang ou à l’éjecter. Les manifestations cardinales de l’IC sont la 
dyspnée et la fatigue, ce qui peut limiter la tolérance à l'effort, et la rétention d'eau, ce qui 
peut conduire à une congestion pulmonaire et un œdème périphérique. Toutes ces 
anomalies peuvent nuire à la capacité fonctionnelle et la qualité de vie des personnes 
atteintes, mais ils ne dominent pas nécessairement le tableau clinique au  même moment. 
Certains patients présentent une intolérance à l'exercice, mais peu de signes de rétention 
hydriques, tandis que d'autres se plaignent principalement de l'œdème et rapportent peu de 
symptômes de dyspnée ou de fatigue. Comme tous les patients n'ont pas de surcharge de 
volume au moment de l'évaluation initiale ou ultérieure, le terme «insuffisance cardiaque» 
est préféré au terme « insuffisance cardiaque congestive » 401. 
Les syndromes coronariens aigus (SCA) sont un spectre de présentations cliniques 
comprenant l'angine de poitrine (ou angor) instable et l'infarctus du myocarde (IDM). Les 
SCA sont provoqués par l'obstruction partielle ou totale de la circulation sanguine dans les 
artères coronaires, généralement à la suite d’une rupture de plaque d'athérosclérose et 
d’une thrombose consécutive. Le processus aboutit à l’IDM, comprenant les IDM avec 
élévation du segment ST (« ST elevation myocardial infarction », STEMI) et les IDM sans 
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décalage du segment ST (« non-ST elevation myocardial infarction », NSTEMI) objectivé à 
l’électrocardiogramme, si l'occlusion de l'artère coronaire persiste jusqu’à la nécrose des 
cardiomyocytes. Le symptôme le plus typique dans les SCA est une douleur thoracique 
causée par l'ischémie myocardique aiguë. L'angor stable est défini par un angor sans 
changement de fréquence ou de présentation pendant les 6 semaines précédant le 
diagnostic. L'angor stable est contrôlé par le repos et / ou les médicaments anti-angoreux 
par voie sublinguale / orale / transcutanée (pour revue, cf 402). 
La réduction du nombre de PEC est considérée actuellement comme un mécanisme 
par lequel les facteurs de risque exercent un effet négatif sur la fonction cardiovasculaire et, 
ainsi, participe à l’apparition et/ou aggrave les maladies cardiovasculaires. Une des 
hypothèses serait qu’un patient avec un faible taux de PEC serait plus sensible au 
développement ou à la progression des maladies cardiovasculaires en raison de la réparation 
endothéliale défectueuse et du défaut de revascularisation compensatoire d’une ischémie 
tissulaire. 
Hill et al 36 ont été les premiers à démontrer une corrélation directe entre PEC précoces et la 
fonction endothéliale in vivo. Des études ultérieures ont confirmé la relation entre réactivité 
vasculaire et PEC ou PEC précoces, dans différentes populations de sujets 403-406. Ces 
résultats cohérents obtenus en utilisant différentes méthodologies permettent d’étayer le 
concept selon lequel les PEC représentent un biomarqueur de la fonction endothéliale. De 
plus, il existerait une corrélation entre les premiers stades de la maladie cardiovasculaire 
(lorsque les symptômes sont encore au stade infraclinique des lésions vasculaires) et un taux 
faible de PEC 67, 407, 408. Cette diminution du taux de PEC est retrouvée dans les atteintes 
cardiaques dues à l’athérosclérose, mais également dans l’artériopathie des membres 
inférieurs et les accidents vasculaires cérébraux où des taux bas de PEC sont associés à une 
diminution du nombre de PEC précoces et d’ECFC 400, 407, 409. 
A ce jour, une seule étude a inclus un nombre conséquent de sujets 410. Ainsi, la valeur 
pronostique du nombre de PEC circulants a été étudiée par Werner et al. Cette étude 
prospective a quantifié le nombre de PEC CD34+/KDR+ par cytométrie en flux chez 519 
patients coronariens 410. L'association entre le taux de base des PEC, la mortalité 
cardiovasculaire, la survenue d’un premier événement cardiovasculaire (infarctus du 
myocarde, hospitalisation, revascularisation et mort cardiovasculaire) et toute cause de 
mortalité après 12 mois a été évaluée. La période sans événements cardiovasculaires 
cumulés a été corrélée au taux de PEC circulants CD34+/KDR+, à la mortalité cardiovasculaire 
et à la date du premier événement cardiovasculaire. Les taux élevés de PEC ont été corrélés 
à une faible mortalité cardiovasculaire et à une survenue du premier événement 
cardiovasculaire plus faible 410. Des résultats semblables ont été obtenus dans une plus 
petite cohorte comprenant 43 volontaires sains, 44 coronariens stabilisés et 33 coronariens 
après un épisode aigu 411. 
De manière étonnante, la seule étude, à ce jour, ayant exploré le taux d’ECFC et la présence 
de maladies cardiovasculaires dans une cohorte de patients atteints de coronaropathie a 
révélé des taux élevés de ces cellules 412 associés à une gravité croissante du degré de 
sténose observée par angiographie. Cette étude n’a jamais été confirmée et l’implication 
physiopathologique de ce résultat (tentative de réparation?) reste donc à explorer. 
Dans le cadre d’événements cardiovasculaires aigus, comme l’infarctus du myocarde 34, 413, 
414 ou l’accident vasculaire cérébral 415, 416 les taux de PEC sont augmentés, car ils sont 
mobilisés à partir de la moelle osseuse dans la circulation sanguine. Les syndromes 
coronaires aigus et l’infarctus du myocarde entraînent une augmentation du nombre de PEC, 
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indiquant que la réparation tissulaire induite par les PEC est une réponse "physiologique" de 
l'organisme après ischémie sévère 413, 414, 417. L’équipe du Pr. Françoise Dignat-George a 
montré qu’une courte période d’ischémie accompagnée d’un traumatisme vasculaire limité 
au cours de l’angioplastie coronaire entraîne une augmentation du nombre de PEC. Ceci 
démontre que les PEC peuvent être mobilisés en réponse à toute atteinte endothéliale 418, 419 
et confirme l’hypothèse de la réponse de l’organisme après une ischémie. 
L’augmentation du taux de PEC représente donc une tentative de compensation visant à 
provoquer une régénération vasculaire et une amélioration de la perfusion, censées 
circonscrire l’ischémie résiduelle. Cette mobilisation dans le cadre d’événements 
cardiovasculaires aigus et notamment dans le cas d’infarctus du myocarde a été confirmée 
pour les ECFC 420, 421. La présence d’ECFC chez les patients en post IDM a notamment été 
corrélée à une taille réduite de l’IDM et pourrait donc être considérée comme un marqueur 
d’intégrité microvasculaire chez les patients en post IDM 421. 
L’équipe de Stefanie Dimmeler a étudié, dans un modèle de patte ischémiée de souris 
immunodéprimée pouvant recevoir des cellules humaines, les cellules mononucléées de la 
moelle provenant de patients sains et de patients atteints d’IC. Cette équipe a montré que 
les cellules issues de patients atteints d’IC avaient des propriétés de revascularisation 
moindres que celles des patients témoins normaux. Des expériences in vitro ont également 
étudié les propriétés migratoires de ces cellules provenant de patients atteints d’IC. Ces 
cellules présentent un potentiel de migration vers le VEGF et le SDF-1 diminué, dans un 
modèle de chambre de Boyden, comparé aux cellules mononucléées issues de patients sains 
422. Une diminution des taux de PEC a également été retrouvée dans les situations d’IC 423 où 
le taux de PEC a été inversement corrélé au stade d’IC évalué par la classification de la New 
York Heart Association (NYHA) qui permet de quantifier et surveiller le retentissement 
fonctionnel de l’insuffisance cardiaque 424. 
Une forte mobilisation des PEC semble être associée à un meilleur résultat en termes de 
récupération de la fonction ventriculaire gauche 413, 425 ou de handicap neurologique 426 
après un infarctus aigu du myocarde ou un accident vasculaire cérébral. À l’inverse, dans des 
conditions pathologiques, telles que la circulation extracorporelle 427, la réponse angiogène à 
l’ischémie peut être compromise par l’approvisionnement insuffisant en PEC dans le tissu 
ischémique.  
Dans le syndrome coronarien aigu (547 patients), des taux élevés de PlGF ont été retrouvés, 
et ont été corrélés à un risque augmenté d’évènements (décès ou IDM non fatal) à 30 jours 
428. Les cardiopathies congénitales peuvent se compliquer d’hypertension artérielle 
pulmonaire (cf § 1.3.3.1.4.). Dans ce contexte, notre équipe a observé que les taux de PlGF, 
marqueur à la fois de régénération endothéliale et d’inflammation, étaient plus élevé chez 
les patients atteints d’hypertension artérielle pulmonaire irréversible secondaire à une 
cardiopathie congénitale 429. Le PlGF se présentant donc comme un potentiel biomarqueur 
des pathologies cardiaques, nous nous sommes proposés d’étudier le rôle du système PlGF/ 
VEGFR1 dans la biologie des ECFC, afin de mieux comprendre le rôle des ces cellules dans les 
syndromes coronariens aigus, l’angor stable et dans le contexte de la chirurgie cardiaque. Ce 



































Figure 4 : Principaux facteurs décrits et abordés dans cette thèse, ayant la capacité de moduler les 
propriétés des PEC. Pour certains facteurs, il existe des données contradictoires, principalement à cause de 
la définition non standardisée des PEC. 
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1.4. Conclusion : la définition des PEC reste encore incomplète 
 
Cette revue de la littérature sur les PEC permet de faire le point sur les connaissances 
actuelles concernant leurs principales propriétés biologiques et physiologiques. Malgré leurs 
propriétés vasculogéniques et leur potentiel thérapeutique en biologie vasculaire reconnus, 
leur définition précise reste à compléter. En effet, l’absence de marqueur phénotypique 
notamment détectable en CMF rend difficile la caractérisation des ces cellules et peut 
expliquer en grande partie les discordances observées dans les différents travaux publiés sur 
les PEC. La plupart des types cellulaires présumés être des PEC serait en fait des sous-types 
hématopoïétiques à capacité pro-angiogène. Les CFU-EC ou CAC en sont le parfait exemple, 
et pourraient être mieux étudiées à travers des sous-types phénotypiques de la hiérarchie 
hématopoïétique déjà établis, plutôt que de chercher à définir de nouveaux marqueurs. Les 
ECFC quant à eux présentent la capacité à s’intégrer dans les vaisseaux nouvellement formés 
et constituent donc le sous-type cellulaire correspondant le mieux à l’appellation de 
progéniteurs voire de précurseurs endothéliaux. C’est également la raison principale 
justifiant que les travaux de cette thèse sont focalisés sur le comportement et le rôle des 
ECEC, plutôt que sur ceux des CFU-EC, en pathologie humaine. 
Les propriétés des PEC ont largement été étudiées dans le domaine des pathologies 
tumorales, mais également aux travers des pathologies ischémiques et cardiovasculaires. Il 
est actuellement reconnu que la présence d’un ou plusieurs facteurs de risque 
cardiovasculaire est associée à une diminution globale du nombre et/ou de la fonctionnalité 
des PEC, ce qui suggère donc l’utilité des PEC en tant que biomarqueur dans les pathologies 
cardiovasculaires, et qu’inversement les pathologies cardiovasculaires pourraient nous aider 
à améliorer notre compréhension de la biologie des PEC. 
L’étude des récepteurs et des agonistes impliqués dans la modulation des propriétés 
angiogènes des PEC et plus précisément des ECFC, pourrait contribuer à définir un ensemble 
de marqueurs phénotypiques voire un marqueur spécifique des ECFC.  
 
Cette première partie sur les progéniteurs endothéliaux humains, et notamment leurs rôles 
en pathologies (vasculaires) humaines, souligne l’importance de mener des études cliniques 
afin de mieux cerner la biologie des ECFC. En effet, comme l’indique le tableau 5, il existe 
actuellement peu d’études cliniques établies afin d’étudier la fonction des ECFC dans les 
pathologies évoquées dans le paragraphe 1.3.3. L’étude du comportement des ECFC dans 
ces modèles pathologiques représente un moyen intéressant pour améliorer notre 







Nombre de patients 
(+ population contrôle) 
Principales données concernant les ECFC 
Fibrose pulmonaire idiopathique 





77 Tendance à la diminution du taux d'ECFC chez les patients FPI, 
corrélé à la sévérité de la maladie (le taux d'ECFC est plus élevé 
dans la forme la plus sévère i.e. DLCO < 40%); biodisponibilité 
moindre des ECFC ou « homing » pulmonaire augmenté. Rôle 
possible des ECFC dans le remodelage vasculaire pathologique 
dans la FPI. 
Artériopathie oblitérante des membres inférieurs 





69 Taux d’ECFC  ainsi que leur activité proliférative augmentés 
chez les patients atteints d’artériopathie des membres 
inférieurs sévère. 





11 Taux d'ECFC dans le sang périphérique diminué chez les 
patients atteints ischémie critique. 
Syndromes coronariens aigus, maladie coronarienne 
Güven H et al, J 




48 Corrélation positive entre le taux d’ECFC avec la présence et le 
degré de sévérité de la maladie coronarienne. 






(+ 12 sangs de cordon 
comme contrôles 
supplémentaires) 
Augmentation du nombre d’ECFC chez les patients présentant 
un infarctus aigu du myocarde. 
Wang CH et al, 






97 Augmentation du potentiel d’activation des ECFC ex vivo 
(augmentation d’expression de VCAM-1, de la E-selectine, et 
de ICAM-1 après stimulation par le TNF-α) aux passages 
précoces, issus des patients présentant une maladie 
coronarienne. 
Meneveau N et 




88 La présence et le nombre de colonies d’ECFC est corrélée  
positivement avec la réduction des obstructions 
microvasculaires et la réduction de la taille de la zone infarcie 
chez les patients présentant un infarctus aigu du myocarde. 
Compioni D et 




70 Les cellules mononucléées périphériques (PBMC) isolées entre 
7 et 14j du diagnostic de SCA génèrent des ECFC chez 13% des 
patients (contre 77% pour les CFU-EC); cette génération d'ECFC 
est corrélée à une sécrétion augmentée de PDGF-AA par les 
PBMC correspondants; après expansion, ces ECFC présentent 
une expression (analyse par FISH) uniforme des CD105, CD31, 
CD146, VWF, une expression variable des CD34, CD106, CD184, 
et sont négatives pour les CD45, CD90, CD117, CD133; 
expansion clonogénique des ECFC avec capacités prolifératives 
variables. 
Circulation extracorporelle 
Hoesli SJ et al, 
J Perinatol 2010 
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12 Isolement d'ECFC à partir de sang périphérique de nouveau-nés 







Tableau 5 : Liste des études cliniques pertinentes (juillet 2013) à propos du rôle / de la mobilisation des 
ECFC dans la fibrose pulmonaire idiopathique, l’artériopathie oblitérante des membres inférieurs, les 
syndromes coronariens aigus, la maladie coronarienne et en cas de circulation extracorporelle. 
 69 




On retrouve dans la littérature plusieurs définitions du terme « biomarqueur » 
comportant certaines nuances, notamment selon les différents domaines 
physiopathologiques concernés. 
Un marqueur biologique ou biomarqueur est paramètre indiquant un changement dans 
l’expression ou l’état d’une mesure biologique (e.g. concentration sérique/plasmatique 
d’une protéine, mesure / « monitoring » d’une fonction organique) à un moment donné, qui 
corrèle avec le risque de progression de la pathologie, ou avec la susceptibilité d’évolution 
de la maladie à un traitement donné, à un moment futur donné 434. Lorsqu’un biomarqueur 
a été validé, il peut être utilisé pour diagnostiquer le risque lié à la maladie, détecter la 
maladie chez un individu, concevoir/adapter des traitements pour la maladie chez un 
individu 434. Dans l'évaluation du potentiel des thérapies médicamenteuses, un biomarqueur 
peut être utilisé comme un paramètre de substitution pour un effet naturel, comme la survie 
ou la morbidité irréversible 434. Si un traitement modifie le biomarqueur, qui présente une 
implication directe pour améliorer la santé, le biomarqueur sert de critère de substitution 
pour évaluer les avantages cliniques apportés 434. Le biomarqueur se substitue alors aux 
« vrais critères d’évaluation clinique » tels que la mortalité ou la survenue de complications 
cardiovasculaires, habituellement utilisés pour analyser l’efficacité et la sécurité d’une 
thérapeutique 435. De tels critères de substitution permettent théoriquement de raccourcir 
la durée du suivi et surtout de diminuer l’effectif de l’étude afin de tester plus rapidement 
une stratégie thérapeutique. Cette définition insiste sur les applications cliniques 
potentielles qui feront qu’un éventuel biomarqueur sera utilisable en pratique clinique 
courante. 
Une seconde définition décrit un biomarqueur comme étant une caractéristique 
mesurée objectivement, avec une précision et une reproductibilité suffisantes, évaluée 
comme indicateur ou marqueur d’un processus biologique, physiologique ou pathologique, 
ou à la réponse pharmacologique à un traitement 436. Cette définition souligne les 
caractéristiques analytiques que doit remplir un potentiel biomarqueur afin d’être utilisable 
du point de vue de la mesure biologique. 
La littérature biomédicale et la terminologie MeSH [le MeSH (Medical Subject Headings), 
thésaurus biomédical de référence, est un outil d'indexation, de catalogage et 
d'interrogation des bases de données de la NLM (National Library of Medicine, Bethesda, 
USA), notamment MEDLINE/PubMed] réservent le terme de biomarqueurs à des données 
biochimiques et moléculaires, mesurables et quantifiables, telle qu’une concentration 
protéique, plutôt qu’à des données morphologiques et fonctionnelles. En raison de 
l’anatomie du système cardiovasculaire, les biomarqueurs cardiovasculaires sont et seront 
en principe des biomarqueurs moléculaires obtenus à partir de prélèvements sanguins, c'est-
à-dire des biomarqueurs « circulants » plutôt que tissulaires. Les marqueurs génétiques 
peuvent rentrer dans ce domaine d’application. 
Il est à noter que la découverte de nouveaux biomarqueurs évoque de nouveaux 
mécanismes physiopathologiques et cibles thérapeutiques. 
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2.2. Caractéristiques du biomarqueur idéal 
 
Afin d’être utilisable en pratique clinico-biologique, un potentiel biomarqueur doit 
remplir un cahier des charges précis. 
Les biomarqueurs sont des substances biologiques provenant d'organes, qui peuvent 
être mesurés et évalués comme indicateurs du fonctionnement biologique normal, du 
processus pathogène, ou de la réponse pharmacologique à une intervention thérapeutique 
de l’organe concerné. Leur mesure ne doit pas être soumise à la variabilité « inter-
observateur ». Un marqueur biochimique idéal du point de vue clinique, devrait être un 
indicateur pronostique, devrait faciliter le diagnostic précoce, procurer une image fidèle de 
la réponse thérapeutique, et aider à la stratification du risque associé à chaque étape de la 
maladie 437. Son domaine d’utilisation mise à part, un nouveau biomarqueur n’aura une 
valeur clinique que si sa mesure est exacte, si sa reproductibilité est obtenue d'une manière 
standardisée, si elle est acceptable pour le patient, si elle est facile à interpréter par les 
cliniciens, si elle a une sensibilité et une spécificité élevées vis-à-vis de la 
pathologie/évolution qu’il est sensé identifier, si elle explique une part raisonnable de 
l’évolution du phénomène observé, indépendamment des autres biomarqueurs déjà définis, 
et s’il existe des données suggérant que la connaissance des taux de ce potentiel 
biomarqueur permettrait d’adapter la prise en charge du patient 438. 
Un biomarqueur en pathologie ne doit pas nécessairement être très informatif du point 
de vue biologique, par contre il doit posséder une forte corrélation statistique avec plusieurs 
aspects cliniques de la pathologie en question. En effet, divers biomarqueurs [e.g. C-reactive 
protein (CRP)] ne sont pas nécessairement impliqués dans le mécanisme pathologique 
concernant le système cardiovasculaire. Du point de vue des paramètres analytiques, il est 
nécessaire de définir les valeurs seuils permettant de distinguer la population d’individus 
sains de celle des cas. Il faut donc connaître la distribution des valeurs du potentiel 
biomarqueur au sein de ces populations. Le choix de ces seuils (95ème ou 99ème percentiles 
par exemple) dépend de l’importance du chevauchement entre les deux populations et de la 
question clinique posée au biomarqueur. Se pose ensuite la question de la précision 
diagnostique ou prédictive, évaluée en termes de sensibilité (proportion de cas 
diagnostiqués par le marqueur, i.e. de vrais positifs) et de spécificité (d’autant plus 
importante que la proportion de sujets indemnes non reconnus par le marqueur, i.e. de vrais 
négatifs, est importante). Ces niveaux de sensibilité et de spécificité dépendent de la valeur-
seuil choisie (cut-off). Les valeurs prédictives, qui prennent en compte la prévalence de la 
pathologie étudiée, positive (probabilité d’avoir la maladie en cas de test diagnostique 
positif) et négative (probabilité de ne pas avoir la maladie en cas de test diagnostique 
négatif) sont également importantes. Les taux de faux négatifs seront d’autant plus 
importants que la maladie est fréquente ; de même, les taux de faux positifs seront d’autant 
plus importants que la maladie est rare, malgré un test diagnostique caractérisé par des 










































Figure 5 : Représentation schématique illustrant les notions de valeur « cut-off », de faux-négatifs et de 
faux-positifs. Dans l’exemple choisi, le paramètre biologique servant de biomarqueur est la glycémie pour la 
pathologie diabétique. 
Tableau 6 : Correspondance entre le résultat d’un test diagnostique (i.e. mesure de la concentration d’un 
biomarqueur) et le nombre de cas diagnostiqués ou non, ou le nombre d’individus sains correctement 
discriminés ou non. VP : Vrai Positifs ; VN : Vrai Négatifs ; FP : Faux Positifs ; FN : Faux Négatifs ; N1 : Tests 
positifs ; N2 : Test négatifs ; n1 : Malades ; n2 : Non malades ; sensibilité = A/n1 ; spécificité = D/n2 ; valeur 
prédictive positive VPP = A/N1 ; valeur prédictive négative VPN = D/N2 
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2.3. Biomarqueurs dans la fibrose pulmonaire idiopathique 
 
Avant d’aborder les différents biomarqueurs plasmatiques ou sériques potentiels 
dans la FPI, il est utile de citer les principaux paramètres physiologiques utilisés en 
pneumologie en tant que biomarqueurs, que sont la capacité totale pulmonaire (CTP), le 
volume expiratoire forcé (VEF), la capacité vitale forcée (CVF) et la capacité de diffusion du 
poumon pour le monoxyde de carbone (DLCO) notamment. 
La fonction pulmonaire peut être évaluée grâce à l’index de Tiffeneau [= VEF / CVF]. 
Les résultats des études concernant ces paramètres étant controversés, il est difficile de 
conclure que l’évolution de la CVF ou de la DLCO pourrait être des biomarqueurs valides 
pour la survie dans la FPI. 
Un autre test utilisé en pathologies cardiaques et pulmonaires est la distance de marche 
durant 6 minutes (6-MWD). Ce test a été évalué dans une cohorte de 822 patients atteints 
de FPI (essai INSPIRE) 439. Cette étude conclue qu’une diminution de plus de 50 m au test de 
6-MWD (6MWT) à 24 semaines, est significativement associée à une augmentation du risque 
de décès à 1 an chez ces patients FPI. 
L’imagerie médicale [scanner haute résolution (HRCT) ou PET scan] est biensûr 
indispensable. 
Dans les pathologies pulmonaires, un autre milieu biologique et couramment exploré. Il 
s’agit des fluides de lavage broncho-alvéolaire (BALF) où les taux de différentes protéines ou 
cellules retrouvées également dans la circulation périphérique peuvent être hautement 
informatifs. Les divers candidats au statut de biomarqueurs dans la FPI sont donc évalués 
dans ces différents milieux dans les études sur ce sujet. 
 
2.3.1. Biomarqueurs diagnostiques 
 
Krebs von den lungen-6 antigen (KL-6) 
 
Il s’agit d’une glycoprotéine « mucin-like », découverte en 1989 440, exprimée à la surface 
extracellulaire des cellules alvéolaires de type II et des cellules épithéliales bronchiolaires 441. 
C’est un facteur chimiotactique qui favorise la migration 442, la prolifération et la survie 443 
des fibroblastes pulmonaires. 
Plusieurs études retrouvent des taux sériques significativement élevés de KL-6 chez des 
patients atteints de FPI 444, 445 ou autres PIP 444 par rapports aux volontaires sains. De plus ces 
taux sériques de KL-6 corrèlent avec ceux retrouvés dans le BALF 442 reflétant une production 
pulmonaire de KL-6 accrue 446. Le dosage sérique de KL-6 présente par ailleurs la meilleure 
précision pour le diagnostic de PIP comparé aux dosages de protéines A et D du surfactant 
445 et aurait un rôle mécanistique plausible dans le développement de la fibrose pulmonaire. 
 
Protéines A et D du surfactant (SP-A & SP-D) 
 
Les surfactants pulmonaires sont des complexes lipoprotéiniques synthétisés par les cellules 
Clara des voies respiratoires et les cellules épithéliales alvéolaires, et sécrétés dans une 
couche de liquide qui recouvre l’endothélium 447. Le rôle du surfactant est d’abaisser les 
forces de tension superficielle à l’interface air-liquide dans le poumon, ce qui lui permet de 
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s’étirer plus facilement lors de l’inhalation et de prévenir un collapsus lors de l’expiration. De 
plus le surfactant joue un rôle de protection contre divers agents pathogènes. 
Dans ces complexes lipoprotéiniques, la part protéique représente 5 à 10% 448. La SP-A et la 
SP-D sont des membres du sous-groupe collectine de la famille lectine de type C. 
Les taux de SP-A dans le BALF sont significativement plus faibles chez les patients atteints de 
FPI comparativement aux contrôles, mais non significativement différents par rapport aux 
autres PIP 444. A l’inverse, les taux sériques de SP-A sont significativement plus élevés chez 
les patients atteints de FPI comparativement aux sujets sains 444, 445, 449 et aux patients avec 
d’autres PIP 444. Le taux sérique de SP-A pourrait donc être un biomarqueur diagnostique 
discriminant pour la FPI. 
Contrairement à la SP-A, les taux de SP-D dans le BALF ne sont pas significativement 
différents par rapport aux sujets sains, mais significativement plus faibles chez les patients 
atteints de FPI comparativement aux autres PIP 444. Les taux sériques de SP-D sont 
significativement plus élevés chez les patients atteints de FPI comparativement aux sujets 




La périostine est une protéine de la MEC qui peut contribuer à la fibrose dans les poumons, 
le cœur et la moelle osseuse 450, et qui peut être excrétée par les cellules épithéliales 
bronchiques en réponse à l’interleukine-13 (IL-13) 451. Des analyses d’immunohistochimie  
suggèrent que le pourcentage de tissu pulmonaire exprimant la périostine est 
significativement plus élevé chez les patients atteints de FPI comparativement aux autres PIP 
ou aux sujets sains 450.  
 
Métalloprotéases matricielles 1 et 7 (MMP-1 et MMP-7) 
 
Les MMP sont structurellement et fonctionnellement de la famille des protéases à « doigt de 
zinc » impliquées dans la dégradation des composants de la MEC 452. La MMP-1 est la 
collagénase interstitielle la plus exprimée et dégrade les collagènes fibrillaires 453. La MMP-7 
est le plus petit membre de la famille des MMP et peut dégrader divers composants de la 
MEC. 
L’expression de la MMP-7 a été localisée à la surface des cellules épithéliales et des 
macrophages alvéolaires dans les tissus pulmonaires de patients atteints de FPI, mais elle 
n’est pas retrouvée dans les tissus pulmonaires sains. De plus, les taux sériques de MMP-7 
dans le BALF sont plus élevés chez les patients FPI que chez les sujets sains, ce qui pourrait 
être en faveur d’une corrélation avec l’activité pulmonaire. Cependant la MMP7 ne serait 
pas spécifique de la FPI, puisque son expression dans le BALF et les tissus pulmonaires n’est 
pas significativement différente par rapport aux autres PIP 454-457.  
Les taux de MMP-7 dans le BALF ont été négativement corrélés avec la CVF 455. De même 
pour les taux sériques de MMP-7 qui sont inversement corrélés avec la CVF et la DLCO 458. 
D’une manière générale, les taux sériques et dans le BALF de MMP-1 et MMP-7 sont 
significativement plus élevés chez les patients atteints de FPI comparativement aux sujets 
sains 458. Séparément, les taux de MMP-1 ou de MMP-7 ne permettent pas de discriminer les 
patients FPI des sujets sains, cependant une approche combinée y parvient (MMP-1 ≥ 2.15 
ng/mL et MMP-7 ≥ 1.99 ng/mL). 
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2.3.2. Biomarqueurs pronostiques 
 
Brain natriuretic peptide (BNP) 
 
Le BNP est un peptide sécrété par les cardiomyocytes en réponse à une augmentation de 
volume ou de pression 459. Chez les patients avec une insuffisance cardiaque décompensée, 
les taux sériques élevés de BNP sont indépendamment associés avec la mortalité 460. Les 
taux de BNP ont également été étudiés comme marqueurs d’hypertension pulmonaire et 
d’insuffisance ventriculaire droite 461. 
La relation entre les concentrations sériques de BNP et la survie de patients atteints de FPI a 
été étudiée par Song et al 462, dans une cohorte de 131 patients. Notamment, la survie 
moyenne de patients FPI avec des taux sériques élevés de BNP était de 11 mois, 
significativement plus courte que la moyenne de survie de 22.5 mois des patients FPI avec 
des taux normaux de BNP. En analyse multivariée, ces taux élevés de BNP se présentaient 
donc comme un prédicteur indépendant de la mortalité. En effet, le taux de mortalité à 1 an 
des patients atteints de FPI avec des taux sériques élevés de BNP était de 70.5% contre 
23.7% pour les patients avec des taux normaux. Même si le BNP n’est pas mécanistiquement 
relié à la pathogenèse de la FPI, ces résultats suggèrent qu’il pourrait servir de biomarqueur 




Zisman et al 463 ont étudié l’association entre l’hypoalbuminémie et la survie de 1269 
patients atteints de FPI (et d’autres types de PIP) à un stade avancé et qui étaient en liste 
d’attente pour transplantation pulmonaire. Dans cette étude, les plus faibles concentrations 
sériques d’albumine étaient fortement associées et de manière indépendante avec une 
augmentation de la mortalité. Malgré que l’albumine ne soit pas impliquée dans le 
développement de la FPI, ces résultats suggèrent que l’hypoalbuminémie pourrait servir de 
biomarqueur pronostique dans cette pathologie. 
 
Krebs von den lungen-6 antigen (KL-6) 
 
Dans une étude prospective portant sur 152 patients atteints de FPI notamment, les patients 
avec un taux sérique de KL-6 > 1000 U/mL présentaient une survie aggravée par rapport aux 
patients avec des taux moindres 464, démontrant ainsi une corrélation indépendante avec le 
taux de survie (analyse multivariée). 
 
Protéines A et D du surfactant 
 
Les taux sériques élevés de SP-A mesurés lors du diagnostic ont été indépendamment 
associés au décès dans 3 études différentes 449, 465, 466, et 2 de ces études ont montré que des 
les taux sériques élevés de SP-D étaient associés à une mortalité augmentée 449, 466. 
Cependant dans ces études, des écart-types importants ont été observés pour les mesures 
des concentrations de SP-A et SP-D, posant la question de la reproductibilité de ces mesures, 





Les taux sériques élevés de périostine pourraient être corrélés avec une diminution plus 
importante de la capacité vitale sur une période de 6 mois 450. 
 
Métalloprotéase matricielle 7 (MMP-7) 
 
Récemment Richards et al 467 ont analysé les concentrations de 92 protéines chez 241 
patients FPI. Cinq de ces protéines (MMP-7, ICAM-1, IL-8, VCAM-1 et S100A12) resortent 
significativement associées avec le décès et/ou la progression de la maladie ; notamment les 
taux sériques de MMP-7 > 4.3 ng/mL étaient indépendamment associés à une augmentation 
de la mortalité dans une cohorte dérivée de 140 patients FPI. 
 
CC Chemokine Ligand 18 (CCL18) 
 
Le CCL18 est une petite chimiokine comportant le motif « CC », produite par les cellules 
myéloïdes humaines 290, et qui sert de chimioattractant pour guider la migration des cellules. 
Il est connu pour déclencher des réponses biologiques in vitro dans les cellules lymphoïdes B 
& T, les cellules dendritiques, les progéniteurs hématopoïétiques, les fibroblastes et 
potentiellement les monocytes/macrophages, mais pas dans les neutrophiles 303. Il dérive 
des macrophages alvéolaires dans une large variété de pathologies pulmonaires fibrotiques 
incluant la FPI, et stimule la production de collagène par les fibroblastes pulmonaires 303, 468.  
Chez les patients FPI, les taux sériques et dans le BALF de CCL18 sont significativement 
augmentés par rapport aux sujets sains, et corrèlent négativement avec la capacité totale 
pulmonaire et la DLCO 469. Les taux sériques de CCL18 pourraient avoir une valeur 
pronostique. En effet, dans une étude de 72 patients FPI, le taux sérique de base de CCL18 
était corrélé à des modifications de la CTP et de la CVF sur une période de 6 mois 290. Une 
analyse multivariée a montré que des taux de CCL18 > 150 ng/mL étaient indépendamment 
associés avec le décès chez les patients FPI.  
Le CCL18 pourrait jouer un rôle dans le développement de la fibrose mais de façon non 
spécifique. Ainsi ces données positionnent le CCL18 comme un potentiel biomarqueur 




YKL-40 est une protéine « chitinase-like » qui régule la prolifération cellulaire et la survie. Elle 
n’est pas spécifique de la FPI, puisque des taux élevés sont également retrouvés dans la 
fibrose hépatique 470, la sarcoïdose 471, la broncho-pneumopathie chronique obstructive 472 
et l’asthme 473. Malgré que son mécanisme d’action ne soit pas clairement élucidé, YKL-40 
semble avoir des effets mitogéniques sur les fibroblastes pulmonaires 474 et induirait la 
sécrétion de cytokines profibrotiques et pro-inflammatoires par les macrophages alvéolaires 
472. 
Le marquage immunohistochimique révèle une localisation de YKL-40 au niveau de cellules 
épithéliales bronchiolaires et des macrophages alvéolaires adjacents aux zones fibrotiques 
chez les patients FPI 475. De plus chez ces patients, les taux sériques et dans le BALF de YKL-
40 sont significativement plus élevés par rapport aux sujets sains 475. Cependant il n’y a pas 
de corrélation entre les taux sériques et ceux du BALF. Par contre les taux sériques sont 
inversement corrélés avec la DLCO et la PaO2. 
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De façon intéressante, Korthagen et al ont observé chez les patients FPI que les taux 
sériques de YKL-40 > 79 ng/mL étaient associés à une survie médiocre, de même que les taux 
dans le BALF > 17 ng/mL 476. 
De part son manque de spécificité, le YKL-40 ne serait pas un bon biomarqueur diagnostique 




Les lymphocytes T ont été montrés comme étant le type de cellules mononucléées 
prédominant dans les poumons de patients atteints de FPI, et la densité de cellules CD3+   
comme un marqueur significatif de faible survie 477. Les lymphocytes T CD8+ dans le 
parenchyme pulmonaire sont significativement corrélés à une fonction pulmonaire diminuée 
478, et le pourcentage de lymphocytes T CD4+ activés a été retrouvé comme significativement 
plus important dans les BALF de patients asymptomatiques atteints de PIP comparativement 
à des sujets sains 479. 
Dans une étude de 89 patients FPI, la proportion des lymphocytes T CD4+ totaux exprimant 
le CD28 (CD28%) était significativement plus importante chez les sujets sains contrôles par 
rapport aux 89 cas 480. Ces données suggèrent que les lymphocytes T CD4+/CD28+ sont 
régulés négativement dans la FPI. Dans un sous-groupe de patients de cette étude, le CD28% 
a été corrélé à la DLCO et la CVF. Les auteurs concluent finalement qu’un CD28% < 82 est 
associé significativement à une survie médiocre. 
Kotsianidis et al 481 ont étudié la population de lymphocytes T régulateurs (Treg) 
CD4+/CD25+/FOXP3+ dans une large cohorte incluant 21 mâles atteints de FPI. Comparé aux 
contrôles sains et aux patients atteints d’autres PIP, le pourcentage de Treg était diminué 
dans les BALF et le sang périphérique des patients FPI. Malgré une absence de corrélation 
entre le nombre de Treg et les tests évaluant les fonctions pulmonaires, il y avait une 
corrélation significative entre la fonction des Treg et la CVF ainsi que la CTP. 
Le rôle des lymphocytes T dans la pathogenèse de la FPI reste à éclaircir, cependant, autant 
les lymphocytes T CD4+/CD28+ que les Treg pourraient avoir une utilité en tant que 




Les fibrocytes circulants peuvent être assimilés à des cellules progénitrices 
mésenchymateuses dérivées de la moelle osseuse capables de produire les composants de la 
MEC, et de se (dé)différencier en fibroblastes et myofibroblastes lors d’un processus de 
cicatrisation 482. Le recrutement diminué des fibrocytes a été démontré comme protecteur 
vis-à-vis de la fibrose dans des modèles murins 483, corroborant un rôle mécanistique dans le 
développement de la fibrose pulmonaire. Par ailleurs, des fibrocytes ont été détectés dans 
des tissus pulmonaires humains de patients FPI, et pourraient être recrutés dans les 
poumons via le système SDF-1/ CXCR4 484. 
Moeller et al 485 ont étudié la quantité et l’importance des fibrocytes circulants exprimant le 
CD45 et le collagène-1 (Col-1) chez des patients FPI avec une maladie stable et des 
exacerbations aigües. Une analyse rigoureuse de cette étude montre qu’il n’y a pas de 
corrélation entre le compte de fibrocytes CD45+/Col-1+ avec les paramètres cliniques de 
sévérité de la maladie incluant la CPT, la CVF, la DLCO, le 6-MWD, et la score de sévérité au 
scanner haute résolution. Cependant, la survie pour les patients avec plus de 5% de 
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fibrocytes était plus mauvaise que pour les patients avec un pourcentage plus faible de 
fibrocytes, malgré que la majorité de ce sous-groupe comprenait des patients avec 
exacerbations aigües. 
Les fibrocytes circulants pourraient jouer un rôle important dans la pathogenèse de la 




Malgré que la majorité des PIP soit associée à un remodelage vasculaire aberrant, le rôle du 
VEGF dans la pathogenèse de la FPI n’a pas encore été clairement défini 486. 
Dans 2 études séparées, les taux de VEGF dans le BALF de patients FPI étaient 
significativement plus bas que ceux d’individus sains non-fumeurs 487, 488. De nombreuses 
études ont ainsi évalué les taux de VEGF dans les BALF et le sang, mais il en sort des résultats 
contradictoires. Ainsi le VEGF ne serait pas un biomarqueur approprié, du moins à visée 
diagnostique, dans la FPI 488, 489. Cependant, Ando et al ont décrit une tendance des taux 
sériques de VEGF chez les patients FPI (au dessus de la médiane), à corréler avec une survie 
médiocre, comparativement aux patients avec des taux de VEGF plus faibles (en dessous de 
la médiane) 490. 
Le VEGF pourrait donc servir potentiellement de biomarqueur pronostique. 
 




Plusieurs études ont montré que l’IL-13 est impliquée dans la prolifération des fibroblastes 
491-494, et qu’elle pourrait donc contribuer au développement de la FPI. En tant que marqueur 
de l’expression de l’IL-13 chez les patients asthmatiques, les taux sériques élevés de 
périostine pourrait servir à définir le groupe de patients bons répondeurs vis-à-vis d’un 
traitement par un anticorps anti-IL-13 (Lebrikizumab) 495. Une utilisation similaire du taux 
sérique de périostine pourrait permettre de prédire la réponse à un traitement chez les 




L’ostéopontine est une glycoprotéine acide phosphorylée qui fonctionne comme une 
cytokine pro-inflammatoire clé, impliquée dans la réponse immune et la réparation tissulaire 
496, 497. Elle favorise la migration, l’adhésion, et la prolifération des fibroblastes dans les 
modèles murins de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine 498. 
L’expression d’ARN messagers de l’ostéopontine dans les tissus pulmonaires de patients FPI 
est significativement plus importante que chez les contrôles sains. Le marquage 
immunohistochimique montre que l’ostéopontine est localisée dans les cellules épithéliales 
alvéolaires et les macrophages 499. Dans certains modèles expérimentaux, l’ostéopontine 
induit la prolifération et la migration des fibroblastes et des cellules épithéliales, et favorise 
le dépôt de MEC, ce qui lui suggère un plausible rôle mécanistique dans le développement 
de la fibrose 499. 
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Les taux d’ostéopontine dans le BALF sont significativement plus élevés chez les patients FPI 
que chez les contrôles sains 499. Dans une étude incluant 17 patients atteints de PIP dont 8 
FPI, Kadota et al ont démontré que les concentrations plasmatiques d’ostéopontine étaient 
significativement plus élevées chez les patients PIP que chez les contrôles sains et chez les 
sujets atteints de sarcoïdose 500. Des concentrations de 300 à 380 ng/mL pourraient 
discriminer les patients PIP des sujets sains, mais il n’y a pas de différences significatives de 
concentrations plasmatiques d’ostéopontine entre les patients FPI et les autres PIP. 
L’ostéopontine plasmatique est inversement corrélée avec la PaO2, mais pas avec la CVF ou 
la DLCO. 
Du fait de ces caractéristiques, l’ostéopontine pourrait servir de biomarqueur de suivi dans 
la FPI. 
 
D’après les caractéristiques décrites dans les paragraphes précédents, la MMP-7, le 
CCL18, le YKL-40, ainsi que les lymphocytes T auraient également le potentiel pour servir de 
biomarqueur de suivi de l’évolution de la FPI. 
 
Biomarqueur potentiel diagnostique pronostique de suivi 
BNP 
 
  P 
 
Taux d’albumine  P  
KL-6 P P  
Protéine A du surfactant  P P  
Protéine D du surfactant  P P  
Périostine 
P P P 
MMP1    P*   
MMP7 P* P P 
CCL18  P P 
YKL-40  P P 
Lymphocytes T  P P 
VEGF  P  
Fibrocytes circulants  P  








Tableau 7 : Principales protéines / cellules candidates 
actuellement décrites dans la littérature en tant que 
biomarqueur potentiel dans la FPI. * MMP1 et MMP7 en 
association permettent le diagnostic. 
Adapté de Vij R & Noth I, Transl Res. 2012;159:218-227 
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D'autres études sont également nécessaires pour évaluer si les taux de PEDF dans le sang ou 
les BALF peuvent être utilisés comme un biomarqueur prédictif potentiel de l'activité de la 
FPI et, par conséquent, du pronostic. Certaines études ont donné des résultats intéressants 
dans le domaine de l'oncologie (avec des taux diminués de PEDF en tant que biomarqueur 





Bien que des taux réduits de FGF-2 dans les tissus fibreux sont compatibles avec une densité 
capillaire diminuée, et suggèrent une contribution potentielle à l'apoptose des CE et à une 
raréfaction vasculaire, le FGF-2 pourrait également être impliqué dans la croissance des 
CMLV, de manière comparable à l’hypertension pulmonaire chez l’homme et aux modèles 
expérimentaux animaux d’hypertension pulmonaire. Ces données suggèrent que le FGF-2 
pourrait avoir un rôle dans le remodelage vasculaire des fibroses pulmonaires 505, 506. La 
pertinence du FGF-2 dans la FPI est actuellement à éclaircir: le FGF-2 pourrait contribuer à 
réduire l'apoptose des CE, mais la détermination des effets globaux du FGF-2 sur le 
processus de fibrose et le remodelage nécessitent des investigations complémentaires, de 




Les résultats contradictoires des différentes études existantes s'expliquent probablement 
par la grande hétérogénéité de la pneumonie interstitielle commune humaine en termes 
d'angiogenèse, avec la preuve de la prolifération des CE et de la densité capillaire 
augmentée dans les régions d' « interface » directement adjacentes au tissu fibreux, où 
l’apoptose des CE et la raréfaction vasculaire dominent 259, 260. La fonction exacte des 
chimiokines de type CXC dans la FPI et la physiopathologie de l’hypertension pulmonaire 
(processus de contre-régulation, contribution au remodelage de l’artère pulmonaire, 
réponse à une blessure épithéliale ou une inflammation) doit être élucidée. Cette 
information est essentielle pour décider si, et quelles chimiokines CXC peuvent être utile en 





La famille du PDGF (Platelet Derived Growth Factor) comporte plusieurs isoformes. Les 
PDGF-A et PDGF-B sont les mieux caractérisés, alors les PDGF-C et PDGF-D ont été décrit 
récemment 507. L’expression du PDGF est retrouvée dans les fibroblastes, les cellules 
épithéliales et les plaquettes 508. Le PDGF est biologiquement actif sous forme d’hétéro- ou 
d’homodimères de chaines A et B, et se lient aux complexes de sous-unités α et β des 
récepteurs au PDGF 507. Le PDGF permet la chimio-attraction et la prolifération des cellules 
mésenchymateuses du mur vasculaire, c’est-à-dire les péricytes (CMLV ou des cellules 
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mésenchymateuses SMA+) 509-511. Dans la FPI débutante, le PDGF est non seulement retrouvé 
dans les macrophages, les fibroblastes et cellules épithéliales alvéolaires de type 2, mais 
aussi dans les CE et les CMLV, suggérant une contribution du PDGF au remodelage vasculaire 
512. En revanche, les vaisseaux dans la FPI avancée n’expriment pas de PDGF. En plus de la 
prolifération et la migration des fibroblastes, le PDGF semble être impliqué dans le 
remodelage de la paroi de l’artère pulmonaire grâce à l'activation des CMLV et des 
fibroblastes, ce qui entraîne une « muscularisation » plus importante, ainsi qu’une fibrose de 
l’intima et de l'adventice 513. Cette hypothèse est étayée par des expériences sur des 
modèles d’hypertension pulmonaire 514. Par conséquent, l’inhibition du PDGF pourrait 
devenir une cible utile pour réduire à la fois, la fibrogenèse et le remodelage vasculaire. En 
outre, les taux sériques ou dans les BALF de PDGF pourraient être un biomarqueur prédictif 
de l’évolution de la FPI, mais des études ultérieures sont nécessaires pour établir la 




Les endostatines sont générées à partir du clivage du collagène XVIII, et ont un poids 
moléculaires compris entre 20 et 30 kDa. Diverses voies de signalisation sont impliquées 
dans l’activité anti-angiogène de l’endostatine, comme l’inhibition du VEGFR2 et de la MMP-
2 515. Il a été suggéré que l'endostatine est produite par les cellules épithéliales lésées, ce 
qui, comme pour le PEDF, peut établir un lien entre les lésions épithéliales et la raréfaction 
vasculaire dans la FPI. Les données expérimentales sur l’hypertension pulmonaire hypoxique 
ont mis en cause l'endostatine dans le remodelage vasculaire de l’artère pulmonaire 516. 
Deux conclusions principales peuvent être tirées : l'inhibition de l'endostatine pourrait 
réduire les conséquences d'une lésion épithéliale sur le réseau vasculaire pulmonaire, et être 
par conséquent, une cible utile pour les futurs traitements ; de plus les niveaux sériques 
d'endostatine pourraient représenter un paramètre utile pour évaluer l'étendue des lésions 




Les principales fonctions vasculaires de l’ET-1 sont la vasoconstriction et la croissance des 
CMLV 296. L’ET-1 interagit avec les récepteurs couplés aux protéines G ETA et ETB 
517. L’ET-1 
possède d’importantes propriétés profibrotiques : elle est impliquée dans le remodelage 
vasculaire de l’artère pulmonaire dans différentes formes d’hypertension pulmonaire 
humaines ou expérimentales, de même que dans des modèles de fibrose pulmonaire 518-520. 
L'étendue de l'hypertension pulmonaire est directement corrélée avec les taux d'ET-1 dans 
le sang périphérique des patients atteints de FPI 521. Il est probable que l'ET-1 soit impliquée 
dans le remodelage de l'ensemble des trois couches de l’artère dans la FPI, car l'ET-1 
pourrait être libéré par les CE lésées et les cellules épithéliales dans les zones de fibrose, et 
contribuer ainsi à des lésions de l’intima et à la croissance des CMLV de l'intérieur (libération 
à partir des CE) et de l'extérieur (sécrétion à partir des cellules épithéliales) 6, 522. Bien que les 
données expérimentales suggèrent que l'ET-1 serait un objectif central pour traiter la FPI et 
l'hypertension pulmonaire associée, les données cliniques actuelles concernant l'inhibition 
du récepteur à l’ET-1 dans la FPI ne montrent qu'un succès très limité. Il n'y a que peu de 
données disponibles concernant le potentiel de l'ET-1 en tant que biomarqueur, mais les 
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résultats obtenus jusqu'à présent indiquent que les taux urinaires plutôt que les 




L’angiotensine II (AT II) n'est pas seulement un vasoconstricteur très puissant, mais il est 
aussi impliqué dans la croissance et la prolifération des CMLV 524. L’AT II est probablement 
impliqué dans la physiopathologie de l'hypertension pulmonaire, en tenant compte de 
l'expression élevée de l'enzyme de conversion de l’AT dans les CE des patients atteints 
d’hypertension pulmonaire; toutefois, la diminution effective de l’hypertension pulmonaire 
expérimentale par l’inhibition de l’AT II n'a pas été observée chez les patients atteints 
d'HTAP 524, 525. En outre, un rôle important de l’AT II a été montré dans l'apoptose des 
cellules épithéliales et dans la fibrose, aussi bien dans la FPI humaine et la fibrose 
pulmonaire expérimentale 526, 527. L’augmentation du taux d’AT II dans le tissu fibreux 
pourrait contribuer au développement de l’hypertension pulmonaire via la vasoconstriction 
et le remodelage de la paroi de l’artère pulmonaire 294, 528. L'inhibition de l’AT II pourrait être 
une approche thérapeutique valable dans l’hypertension pulmonaire associée à la FPI, mais 
sa pertinence globale doit être établie par des études en cours. Les taux d’AT II ou d'enzymes 
de conversion pourraient être utilisés comme biomarqueurs, mais leur pertinence 
pronostique doit être prouvée 529. 
 
Système Ang-1/Ang-2/Tie  
 
Les connaissances actuelles sur le système « Ang-Tie » dans la FPI sont très limitées, mais les 
études menées sur la fibrose rénale montrent que la thérapie par Ang-1 induit une 
augmentation de la capillarisation, plus probablement par la stabilisation des vaisseaux 530, 
531. Il existe une certaine controverse à propos de la façon dont agit Ang-1 dans 
l’hypertension pulmonaire expérimentale chez les rongeurs : bien que le transfert de gènes 
d'Ang-1 par vecteur cellulaire améliore la survie et l'hémodynamique pulmonaire dans 
l’hypertension pulmonaire induite par la monocrotaline, la surexpression d’Ang-1 a induit de 
l’hypertension pulmonaire chez des rats sains 532, 533. Néanmoins, le système Ang-1/Ang-
2/Tie-2 peut avoir un impact important sur la compréhension des processus complexes qui 
conduisent à la raréfaction vasculaire dans la fibrose pulmonaire, et à la découverte de 
nouvelles options thérapeutiques prometteuses. Dans la FPI, l'activation des CE par 
l'induction de l’expression d’Ang-2 pourrait contribuer à l'apoptose des CE dans le cadre de 
l'inhibition de l'angiogenèse locale dans le tissu fibreux. D’un autre côté, la diminution de 
libération d’Ang-1 à partir de CMLV dysfonctionnelles pourrait aussi déstabiliser localement 
les CE, contribuant ainsi à des lésions des CE. Par conséquent, la supplémentation par Ang-1, 
ou l'inhibition de l'Ang-2 pourrait aider à restaurer l'intégrité endothéliale dans la FPI. Bien 
que les angiopoïétines puissent avoir le potentiel de biomarqueurs intéressants de la 
pathologie vasculaire pulmonaire dans la FPI, il n'y a actuellement pas de données qui 




L'angiostatine pourrait être en rapport avec la physiopathologie de la FPI par l'intermédiaire 
d'une activation altérée du plasminogène. Dans le tissu normal, le plasminogène est clivé par 
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le tPA ou l’uPA pour former l'enzyme active, la plasmine, qui contribue directement et par 
l'intermédiaire de l'activité accrue de MMP à la dégradation de la MEC 379. Dans la FPI, 
l’expression de l’inhibiteur de l'activateur du plasminogène-1 (PAI-1) est induite par le TGF-β 
et inhibe l'activation du plasminogène 379. Il en résulte une décomposition réduite de la MEC 
et le recrutement accru de cellules inflammatoires 379. Le plasminogène non clivé peut alors 
être de plus en plus clivée soit par la métalloélastase spécifique dérivée des macrophages, 
soit par d’autres MMP ou encore par effet direct du PAI-1 sur le plasminogène, et générer de 
l’angiostatine. Les taux d'angiostatine localement élevées dans le tissu fibreux peuvent 
contribuer à l'apoptose des CE et à la raréfaction vasculaire 380. Cependant, l'implication de 
l'angiostatine dans la fibrose et l’hypertension pulmonaire secondaire à la FPI doit être 
établie avant que l'angiostatine puisse être considéré comme une nouvelle cible 




L'importance centrale du TGF-b suggère qu’il pourrait également être un biomarqueur 
intéressant dans la FPI, mais les taux TGF-b dans les BALF sont très variables, ce qui peut 
limiter la valeur de ce marqueur, et indique la nécessité de plus grandes études pour établir 
des taux plus fiables dans les BALF 534, 535 . 
 
2.3.5. Focus sur le Transforming Growth Factor-b1 
 
La super famille « Transforming Growth Factor-β » (TGF-β) comprent plusieurs polypeptides 
dimériques : les activines, les « Bone Morphogenetic Proteins » (BMP) et les TGF-β. Ces 
protéines ont été identifiées principalement par le biais de leurs rôles dans le 
développement : elles régulent entre autres la différenciation tissulaire à travers leurs effets 
sur la prolifération, la différenciation et la migration cellulaires, ainsi que sur l’apoptose. Le 
TGF-β est une cytokine multipotente comprenant plusieurs isoformes : TGF-β1, -β2, et -β3, 
TGF-β1 étant l'isoforme la plus abondante dans la plupart des tissus. Les protéines 
intracellulaires R-Smad (« receptor-activated Smad » comprenant les Smad1, 2, 3, 5 et 8) 
sont phosphorylés une fois que le TGF-β se lie aux récepteurs transmembranaires de type I 
et II. Les R-Smad phosphorylées se lient avec Co-Smad (Smad4) pour former des complexes 
hétéromériques, se transloquent vers le noyau et régulent la transcription des gènes cibles 
du TGF-β. Les protéines I-Smad (Smad6 et 7) régulent négativement la signalisation TGF-β, 
de manière compétitive vis-à-vis des R-Smad pour son interaction avec le récepteur 
membranaire ou avec Co-Smad, et en ciblant les récepteurs I et II vers le protéasome pour 
dégradation. Les récepteurs de type III ne sont pas impliqués directement dans la 
signalisation : ils chaperonnent le  TGF-β vers le récepteur de type II 317, 536, 537. Le TGF-β1 est 
sécrété physiologiquement sous une forme latente car associée à une protéine dimérique 
« Latency Associated Peptide » (LAP), et devient active lorsque TGF-β1 mature se dissocie de 
sa LAP. Le TGF-β1 est un inducteur très puissant du chimiotactisme : il stimule la migration 
des monocytes, des lymphocytes, des neutrophiles et des fibroblastes dès des 
concentrations de l’ordre de 10-15 M 538. 
En pathologie, le TGF-β1 se présente comme une cytokine pléiotropique ayant un rôle 
majeur dans le développement de la fibrose dans divers organes incluant les reins, le foie, 
les poumons et la peau 536. 
 83 
 
Les protéines Smads sont structurellement les effecteurs de la signalisation TGF-β 
 
Chez les vertébrés, il y a huit protéines Smad : Smad1 à Smad8. Smad2 et Smad3 sont 
activées via une phosphorylation carboxy-terminale par les récepteurs aux TGF-β et aux 
activines, respectivement TβRI et ActRIB, tandis que Smad1, Smad5 et Smad8 sont activées 
par ALK-1, ALK-2, BMP-RIA/ALK-3 et BMP-RIB/ALK-6 en réponse aux BMP 539-542 ou d'autres 
ligands. Ces R-Smad sont libérés du complexe de récepteurs (I et II) pour former un 
complexe hétérotrimérique composé de deux R-Smad et de Smad4 (Co-Smad), et 
transloquer ensuite dans le noyau. Bien qu’impliquée de façon ubiquitaire dans la 
transcription médiée par Smad, Smad4 n'est pas essentiel pour la réponse au TGF-β : des 
réponses au TGF-β peuvent se produire en l'absence de Smad4 et certaines lignées 
cellulaires déficientes en Smad4 ont une réactivité limitée au TGF-β 543. Smad6 et Smad7 qui 
sont structurellement divergentes agissent en tant qu’inhibiteurs de la signalisation TGF-
β/Smads 539-541. R-Smad et Smad4 contiennent un domaine MH1 (domaine de liaison à 
l’ADN, d’interaction avec les facteurs de transcription) et un domaine MH2 (interaction avec 
les récepteurs, oligomérisation, activation transcriptionnelle, interaction avec CBP/p300,  
interaction avec les facteurs de transcription) C-terminaux conservés, entourant un segment 
« linker » divergent selon les isoformes 539-541. Les Smads inhibiteurs n’ont pas de domaine 
MH1 reconnaissable, mais ont un domaine MH2. Le domaine MH2 possède une analogie 
structurelle limitée avec le domaine FHA liant les phosphopeptides 544. Les domaines MH1 et 
MH2 peuvent interagir avec certains facteurs de transcription spécifiques de séquence, 
tandis que l'extrémité C-terminale de la R-Smad à la fois recrute et interagit avec les co-
activateurs de la protéine de liaison à CREB (CREB-binding protein, CBP) ou p300 539-541. À 
l'exception de Smad2, les domaines MH1 des protéines Smads peuvent se lier l'ADN, alors 
que les domaines MH2 permettent l’oligomérisation de Smad et l'interaction « récepteur 
(type I)/Smad ». 
 
Régulation des taux de Smads 
 
Contrairement à l’expression des R-Smads, l’expression des inhibiteurs Smad6 ou Smad7 est 
hautement régulée par des signaux extracellulaires. L'induction de l'expression de Smad6 et 
Smad7 par les BMP et les TGF-β représente un mécanisme d’auto-inhibition rétroactif pour 
la signalisation induite par le ligand 539-541. En conséquence, l’inhibition de l'expression de 
Smad6 et Smad7 au cours de la différenciation adipocytaire pourrait résulter de la perte 
concomitante de la signalisation autocrine TGF-β et BMP 545. L'activation du récepteur au 
facteur de croissance épidermique (Epidermal Growth Factor, EGF) et possiblement d'autres 
récepteurs à activité tyrosine kinase, la signalisation « interféron-γ » via les protéines STAT 
(signal transducer and activator of transcription), et l'activation de NF-κB par le TNF-α, 
induisent également expression de Smad7, conduisant à l'inhibition de la signalisation TGF-β 
539-541. La dégradation par le système « ubiquitine-protéasome » contrôle les niveaux de 
Smads au niveau post-traductionnel. Les ligases d’ubiquitine E3 de la famille HECT 
(homologous to the E6-AP carboxy terminus), Smurf1 (Smad ubiquitination-regulatory factor 
1) et Smurf2, antagonisent la signalisation TGF-β en interagissant avec les R-Smads et en les 
ciblant pour la dégradation 546. La dégradation médiée par Smurf contrôle donc les niveaux 
de R-Smads et la sensibilité des cellules aux signaux entrants. Smurf1 interagit avec Smad1 et 
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Smad5, ce qui affecte les réponses aux BMP 547, alors que Smurf2 interagit de façon plus 
globale avec les différents R-Smads, ce qui permet une interférence avec les signalisations 
BMP et TGF-β/activines 546, 548, 549. Néanmoins, les analyses d'embryons de xénope indiquent 
que Smurf1 et Smurf2 ciblent principalement la voie des BMP 547, 548. La dégradation par le 
protéasome régule également les taux de R-Smads après translocation dans le noyau. Ainsi, 
Smad2 phosphorylée au niveau de sa partie C-terminale peut subir une ubiquitination, et 
l'inhibition de la dégradation par le protéasome stimule son accumulation nucléaire 550. Dans 
le noyau, Smad3 phosphorylée au niveau de sa partie C-terminale peut interagir avec une 
protéine à motif en anneau (« ring-finger »), ROC1, permettant son association avec le 
complexe de ligase d’ubiquitine SCF composé par ROC1, Skp1, Cullin1 et βTRCP1/Fbw1a (β-
transducine-repeat-containing protein 1) et par conséquent son export nucléaire et sa 
dégradation par le système ubiquitine-protéasome dans le cytoplasme 551. Cependant, seule 
une petite fraction de Smad2 et Smad3, en l'absence ou en présence de TGF-β, est 
ubiquitinée, et via la signalisation TGF-β, Smad2 ou Smad3 phosphorylées peuvent former 
un complexe stable avec Smurf2 549. Ainsi, la majeure partie de Smad2 ou Smad3 nucléaire 
n'est pas ciblée pour la dégradation, mais déphosphorylée et relocalisée dans le cytoplasme 
552, 553. Contrairement à R-Smad, Smad4 n'est pas soumis à une dégradation médiée par 
l’ubiquitine. A la place, la sumoylation de Smad4 améliore sa stabilité 554. Cependant, 
certaines mutations associées aux tumeurs permettent l’ubiquitination et / ou la diminution 
de la stabilité de Smad4 555. Jab1, la sous-unité CSN5 du signalosome COP9 qui a été 
initialement identifié comme un co-activateur de c-Jun, a été décrit comme impliquée dans 
le ciblage de Smad4 pour l'ubiquitination et la dégradation 556. 
 
Régulation de l’activation de Smad 
 
Smad6 et Smad7 régulent également l'activation des R-Smads 539-541. Smad6 et Smad7 
inhibent la signalisation TGF-β par la liaison de leurs domaines MH2 au récepteur de type I, 
ce qui empêche le recrutement et la phosphorylation des Smads effecteurs 539-541. Smad6 
interfère également avec l’hétéromérisation des Smads activées par les BMP avec Smad4, 
prévenant ainsi la formation d'un complexe Smad effecteur. En outre, le recrutement d'un 
complexe « Smad7 / Smurf1 » ou « Smurf2 / récepteur de type I au TGF-β » résulte en 
l'ubiquitination du récepteur par les protéines Smurf et cible le récepteur pour la 
dégradation 557, 558, possiblement dans des compartiments contenant la cavéoline 559, 
conduisant à une inhibition de l’activation de R-Smad. 
 
Interactions hétéromériques des Smads activées 
 
Après la phosphorylation C-terminale, les R-Smads se dissocie du récepteur de type I, sans 
doute en raison de changements conformationnels qui permettent également la transition 
du monomère primaire R-Smad non phosphorylé, à un complexe oligomérique 560, 561. Les R-
Smads activés forment des oligomères dans lesquels l’extrémité C-terminale phosphorylée 
entre en contact avec les poches de liaison à la phosphosérine dans la région de la boucle L3 
d'un R-Smad ou Smad4 voisin. Les R-Smads phosphorylées de manière endogène peuvent 
former différents hétérotrimères, avec deux R-Smad et un Smad4 (tout en respectant les 
coefficients de stœchiométries), ou des hétérodimères 560, 561. Les hétérodimères et 
hétérotrimères Smad peuvent aussi coexister ensemble dans des complexes de 
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transcription, en fonction des facteurs de transcription qui interagissent ; par exemple, des 
complexes de Smad2-Smad4 avec Fast-1 ou Fast-3 contiennent deux Smad2 et un Smad4, 
alors que les complexes Smad3-Smad4 au niveau du promoteur de c-Jun, peuvent former 
des hétérodimères 562. La plupart des réponses transcriptionnelles induites par le TGF-β sont 
médiées par Smad3 et Smad4, tandis que les réponses à l'activine sont médiés par Smad2 et 
Smad4, ce qui suggère un complexe avec deux Smad3 ou deux Smad2, respectivement, avec 
un Smad4. Certaines réponses aux TGF-β (par exemple, l’induction de l'expression p15Ink4B) 
nécessitent une activation concomitante de Smad2 et Smad3 avec Smad4 563. Le modèle 
hétérotrimérique permet donc l'incorporation de deux R-Smads différents dans le complexe 
et pourrait imposer des seuils de signalisation différentiels vers l'expression des gènes.  
 
Translocation nucléaire des Smads 
 
Les récepteurs au TGF-β demeurent actifs pendant au moins 3-4 heures après la liaison du 
ligand, et l'activation continue du récepteur maintient les complexes Smad dans le noyau, où 
ils régulent l'expression des gènes 552. L’import nucléaire d'un complexe Smad suit les 
paradigmes «classiques» de translocation nucléaire, établies à travers les études sur d'autres 
protéines. Sans stimulation par un ligand, la R-Smad est localisée dans le cytoplasme, tandis 
que Smad4 est distribué à la fois dans le noyau et le cytoplasme 552, 564, 565. L’import nucléaire 
des R-Smads ne nécessite pas Smad4, bien que Smad4 se « co-transloque » avec les R-
Smads. L’import nucléaire de Smad1 et Smad3 est conféré par une séquence de localisation 
nucléaire riche en lysine (NLS) dans le domaine MH1, qui est conservée au sein de toutes les  
R-Smads 565. La phosphorylation C-terminale du domaine MH2 et les changements de 
conformation consécutifs peuvent exposer la NLS et permettre la liaison de l’importine-β 566, 
567. Contrairement à Smad3, l’import nucléaire de Smad2 pourrait être indépendant de 
l’importine-β, en raison d'une insertion dans son domaine MH1, et pourrait exiger à la place 
le domaine MH2 552, 553, 565, 567. Dans le noyau, les R-Smads sont constamment 
déphosphorylées, ce qui entraîne la dissociation des complexes Smad et l'exportation des 
Smads inactifs vers le cytoplasme 552, 553. Le transfert nucléocytoplasmique de Smad2 
nécessite son domaine MH2 afin d'interagir avec les nucléoporines CAN/Nup214 et Nup153 
553. Contrairement à l'import ligand-dépendant de R-Smads, Smad4 se transfert de façon 
continue entre le noyau et le cytoplasme en raison des activités combinées d’une NLS 
constitutivement active dans le domaine MH1 et d’un signal d'export nucléaire (NES) dans la 
région de liaison (région « linker »), dont l'activité dépend du récepteur de transport 
nucléaire CRM1 552, 564. Ce NES pourrait être masqué dans le complexe avec les R-Smads, 
permettant aux complexes Smad de s'accumuler dans le noyau. A noter chez le xénope, la 
Smad4β dépourvue de NES est localisée presque exclusivement dans le noyau, alors que la 
Smad4α, qui comporte un NES, est majoritairement cytoplasmique dans les cellules non 
stimulées 552, 568. Smad7 et Smad6 sont localisés dans le noyau de certaines cellules en 
l'absence de TGF-β 569, 570. Leurs activités en dosage transcriptionnel 571, 572, et l'interaction 
de Smad7 avec CBP/p300 573 suggèrent qu'ils sont des (co)facteurs de transcription, ce qui 
pourraient expliquer leur coopération avec la signalisation TGF-β, dans l'inhibition de la 
différenciation adipocytaire et la stimulation de la prolifération cellulaire 545. Le TGF-β induit 
l'export de Smad7, alors que le BMP induit l’export de Smad6 569, 570. L’export de Smad7 
induit par le TGF-β pourrait nécessiter une interaction avec Smurf1 ou Smurf2 570, alors que 
la localisation cytoplasmique de Smad6 induite par le BMP pourrait exiger son association 

































Régulation de l’activité des Smads par les voies des kinases 
 
La phosphorylation C-terminale de par le récepteur de type I est l'événement clé de 
l’activation de Smad 539-541 ; cependant d'autres voies dépendantes des kinases régulent 
davantage la signalisation Smad, comme le suggèrent les modèles de phosphorylation 
complexes des Smads endogènes. La phosphorylation de Smad2 et la transcription en 
réponse à l'EGF et au facteur de croissance hépatocytaire (Hepatocyte Growth Factor, HGF), 
remettent en question la théorie selon laquelle seuls les ligands TGF-β peuvent activer les 
Smads 574. La voie Erk Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK), stimulée par l'activation des 
récepteurs à tyrosine kinase et/ou Ras, cible les R-Smads. Erk MAPK phosphoryle le domaine 
MH1 de Smad2 et les segments « linker » de Smad1, Smad2 et Smad3 575, 576. L'activation du 
récepteur tyrosine kinase et de Ras (protéine oncogénique) inhibe la translocation nucléaire 
induite par le ligand des Smads activés 575, ce qui pourrait expliquer l'altération de la réponse 
au TGF-β dans certaines cellules avec une signalisation Ras hyperactive. D'autres études 
n'ont pas retrouvé de translocation nucléaire diminuée de Smad dans les cellules 
transformées (Ras hyperactive) ou dans des cellules avec signalisation MAPK activée 574, 576, 
 
Adaptée de Shi Y & Massagué J, Cell. 2003;113:685-700 
Figure 6 : Signalisation TGF-β via ses effecteurs principaux, les protéines Smads, de la membrane plasmique 
au noyau. Les flèches indiquent le flux de signalisation selon le code « couleurs » suivant : orange pour 
l’activation du ligand et des récepteurs ; gris pour l’inactivation des Smads et des récepteurs ; vert pour 
l’activation des Smads et la formation du complexe transcriptionnel ; violet pour le trafic 
nucléocytoplasmique des Smads. Les groupes phosphates sont représentés par des cercles verts et les 
groupes ubiquitines par des cercles rouges. 
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577. En outre, la coopération entre Ras/MAPK et la signalisation TGF-β dans des cellules à 
comportement tumoral, ne semble pas être compatible avec la signalisation Smad 
défectueuse dans les cellules transformées (Ras hyperactive) 578. D'autres kinases pourraient 
phosphoryler des sites Erk MAPK, comme suggéré par la phosphorylation de ces sites dans 
Smad2, mais pas Smad1, au cours de développement 579. 
La phosphorylation des Smads peut également résulter de l'activation de la MAPK/Erk kinase 
kinase 1 (MEKK1), qui agit en aval de Ras et en amont de Erk MAPK induite par les facteurs 
de croissance et les voies SAPK/JNK (c-Jun N-terminal kinase) activées par le stress. 
L’activation de MEKK1 augmente la phosphorylation Smad2, son hétéromérisation avec 
Smad4, sa translocation nucléaire et son activité transcriptionnelle 580. JNK phosphoryle 
Smad3 en dehors de son motif SSXS C-terminal, et améliore la translocation nucléaire et la 
transcription induites par le TGF-β 577. L'induction de Erk MAPK et de la signalisation JNK par 
le TGF-β lui-même, pourrait réguler l'activation de Smad et la signalisation Smad. L’activation 
de la protéine kinase II Ca2+/Calmoduline dépendante (CaMKII) entraîne également la 
phosphorylation de Smad2, Smad3 et Smad4, inhibe l’import nucléaire induit par le TGF-β et 
l’activité transcriptionnelle de Smad2, et affecte l’hétéromérisation de Smad. CaMKII 
phosphoryle Smad2 dans le segment « linker » et le domaine MH1 581. La phosphorylation 
des domaines MH1 de Smad2 et Smad3 par la protéine kinase C (PKC), qui abroge la liaison 
de Smad3 à l'ADN, suggère un rôle régulateur de la PKC dans la transcription médiée par 
Smad 582. Contrairement aux R-Smads, la Smad4 des mammifères n’est pas régulée par 
phosphorylation. Chez le xénope, Smad4β mais pas Smad4α, est phosphorylée, mais le rôle 
de cette phosphorylation reste inconnu 568. Smad6 et Smad7 sont également phosphorylées 
indépendamment de la stimulation par le TGF-β. 
 
Activation transcriptionnelle versus répression transcriptionnelle induite par le TGF-β 
 
De nombreux gènes sont activés en réponse aux ligands TGF-β, alors que d'autres voient leur 
transcription réprimée. Les co-répresseurs des Smads qui inhibent l'activation 
transcriptionnelle Smads-dépendante ne sont pas impliqués dans la répression induite par le 
TGF-β, ce qui pose la question de savoir ce qui définit l'activation transcriptionnelle par 
rapport à la répression via les Smads. Le TGF-β inhibe la progression du cycle cellulaire en 
régulant la transcription de régulateurs du cycle. Parmi eux, c-Myc et les membres de la 
famille Id sont régulés négativement par le TGF-β 583, 584. Dans des cellules où l'expression de 
c-Myc est régulée négativement par le TGF-β, Smad3 réprime la transcription de c-Myc en 
association avec les facteurs de transcription E2F4 et E2F5 et le co-répresseur p107. Ce 
complexe est pré-assemblé dans le cytoplasme et, en réponse au traitement par TGF-β, se 
transloque vers le noyau, où en association avec Smad4, il se lie à un site de liaison Smad-
E2F dans le promoteur de c-Myc et réprime l’expression de c-Myc 583. Dans la régulation 
négative d’Id1, Smad3 activé par le TGF-β induit directement l’expression d’ATF3, et ATF3 et 
Smad3 forment alors un complexe qui réprime le promoteur d’Id1 584. De même, SIP1, 
induite par le TGF-β, régule négativement l’expression de la E-cadhérine 585. En dehors de la 
répression de la transcription des membres Id dans plusieurs lignées de différenciation, le 
TGF-β inhibe également la différenciation des myoblastes, des ostéoblastes et des 
adipocytes via la répression fonctionnelle de facteurs de transcription clés qui sous-tendent 
ces voies de différenciation. Smad3 réprime la transcription via Runx2/CBFA1 (core-binding 
factor, runt domain, α-subunit) dans la différenciation ostéoblastique 586, via MyoD et 
d’autres facteurs de transcription myogéniques à motif basique hélice-boucle-hélice (bHLH) 
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dans les myoblastes 587, et via les protéines de liaison des « CCAAT/enhancers » (C/EBP) dans 
la différenciation adipocytaire 588. Smad3 réprime la fonctionnalité de MyoD en interagissant 
physiquement avec le domaine HLH de MyoD, empêchant la fonction de dimérisation de 
MyoD avec E12/E47, qui est nécessaire pour la liaison efficiente à l'ADN au niveau des 
séquences « E-Box » 587. Smad3 n'interfère pas avec la liaison de Runx2 ou C/EBP à l'ADN et 
réprime la fonction de transcription de C/EBP 586, 588. Que les Smads répriment ou activent la 
transcription dépend aussi du type cellulaire et de la séquence du promoteur. Smad3 
coopère avec des protéines Runx pour activer la transcription dans les cellules épithéliales, 
et réprime la transcription à partir du même promoteur dans les cellules 
mésenchymateuses. Le contexte de séquence de reconnaissance de Runx définit l’activation 
médiée par les Smads par rapport à la répression 586. Enfin, le domaine MH1 de Smad3 peut 
interagir avec les histones désacétylases (HDAC) 589. Ainsi, des mécanismes distincts, en 
fonction du facteur de transcription interagissant, du promoteur et du contexte 
intracellulaire, mènent à la répression médiée par les Smads et déterminent si les Smads 
activent ou répriment la transcription. 
 
Régulation via les protéines associées aux récepteurs de type I & II 
 
Les complexes de récepteurs au TGF-β sont des points nodaux pour des assemblages 
multiprotéiques qui régulent la fonction des récepteurs et les voies de signalisation Smads et 
non-Smads. Ces interactions sont susceptibles de dépendre de l'activation des récepteurs et 
de leur localisation subcellulaire, et varient tout au long du «cycle de vie» du complexe 
récepteur. 
En plus des protéines d'ancrage qui lient les Smads à leurs récepteurs, plusieurs protéines à 
répétitions « WD-40 » peuvent s'associer avec les récepteurs au TGF-β. Par exemple, TRIP-1 
(TGF-β-receptor-interacting protein 1) interagit avec le récepteur de type II liant le TGF-β et 
est phosphorylée par ce récepteur de type II. Les taux augmentés de TRIP-1 répriment la 
transcription induite par le TGF-β, et certains mutants améliorent les réponses au TGF-β, 
probablement par interférence avec le TRIP-1 endogène 590. TRIP-1 participe également au 
complexe de facteur d'initiation de la traduction eIF3, possiblement en liant TRIP-1 à la  
régulation traductionnelle induite par le TGF-β. Un tel lien est également proposé pour le 
facteur de traduction eIF2A, qui, à l'instar de TRIP-1, interagit avec le récepteur de type II et 
régule négativement la réponse en termes d’expression génique 591. La sous-unité 
régulatrice Bα de la protéine phosphatase 2A (PP2A), une autre protéine « WD-40 repeat », 
peut également interagir directement avec les récepteurs de type I au TGF-β, et améliore la 
signalisation anti-mitogène du TGF-β 592. Lors de l'activation du récepteur, PP2A-Bα se lie à 
des récepteurs de type I, possiblement en activant la signalisation médiée par PP2A. Une 
troisième protéine « WD-40 repeat », STRAP, peut s'associer avec les récepteurs de type I et 
de type II au TGF-β, et avec Smad2, Smad3 et Smad7. STRAP stabilise l'association de Smad7 
avec le récepteur et inhibe la transcription TGF-β-dépendante, probablement en interférant 
avec la liaison de Smad2 ou Smad3 au récepteur 593. Les récepteurs au TGF-β interagissent 
également avec l’immunophiline FKBP12 au niveau d’un motif « Leu-Pro » conservé adjacent 
au domaine GS des récepteurs de type I non encore liés à leur ligand. FKBP12 diminue la 
signalisation TGF-β par inhibition de la phosphorylation du récepteur de type I par le 
récepteur de type II 594, ce qui corrèle avec la diminution de l'internalisation du récepteur et 
la phosphorylation de Smad 595. Les récepteurs de type I ayant une liaison à FKBP12 
défectueuse ont une signalisation basale élevée, mais une signalisation en réponse au TGF-β 
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normale, et l'inactivation de l'expression de FKBP12 aboutit à un phénotype cohérent avec 
l’hyperactivité du récepteur au TGF-β 596. Ainsi, la FKBP12 pourrait se comporter comme une 
sauvegarde contre une signalisation « perméable » via les récepteurs au TGF-β. Bien que la 
FKBP12 puisse jouer un rôle dans la signalisation « calcineurine » et « NF-AT », il n'existe 
aucune preuve indiquant que le TGF-β induit la signalisation FKBP12-dépendante. La sous-
unité α de la farnésyl transférase peut aussi interagir avec le récepteur de type I, mais 
aucune réponse n'a été corrélée à cette interaction 597. 
 
Signalisation indépendante de Smad via les voies des MAPK 
 
Outre la transcription médiée par les Smads, le TGF-β active d’autres cascades de 
signalisation, y compris les voies des MAPK. Certaines de ces voies régulent l'activation des 
Smads, comme décrit ci-dessus, mais d'autres pourraient induire des réponses sans rapport 
avec la transcription. 
Le TGF-β peut activer les voies Erk, JNK et p38 MAPK kinase. L'activation avec une cinétique 
lente dans certains cas, pourrait résulter de réponses transcriptionnelle Smad-dépendantes, 
mais l'activation rapide (5 à 15 min) dans les autres cas suggère une réponse indépendante 
de la transcription 539. Des études utilisant des cellules déficientes en Smad4 ou des Smads 
dominants négatifs, soutiennent la possibilité d'une activation de la voie MAPK qui serait 
indépendante des Smads 577. En outre, les récepteurs de type I mutés, défectueux pour 
l'activation des Smads, activent la signalisation p38 MAPK en réponse au TGF-β 598. 
Les mécanismes d’activation de Erk, JNK ou p38 MAPK par le TGF-β et leurs conséquences 
biologiques sont mal caractérisés. L'activation rapide de Ras par le TGF-β dans les cellules 
épithéliales pourrait impliquer Ras dans la signalisation Erk MAPK induite par le TGF-β 599. 
Les signalisations JNK et p38 MAPK sont activées par différentes MAPK kinase kinases 
(MAPKKKs) en réponse à de nombreux stimuli. A la fois le TGF-β et le BMP-4 peuvent activer 
la TAK1 (TGF-β-activated kinase 1), un membre de la famille MAPKKK 600. La protéine XIAP 
(X-linked inhibitor of apoptosis) pourrait lier l’activation du récepteur TGF-β/BMP à la 
signalisation TAK1 600 ; cependant, une interaction directe entre XIAP et les récepteurs de 
type I n'a pas été démontrée, et les souris déficientes en XIAP répondent au TGF-β 601. 
MEKK1 pourrait également fonctionner en amont de l'activation des MAPKKs médiée par le 
TGF-β; ainsi, MEKK1 et TAK1 pourrait activer JNK via la MAPK kinase 4 (MKK4), et p38 MAPK 
via MKK3 ou MKK6, en réponse au TGF-β. Comme TAK1 peut phosphoryler et activer la 
kinase IκB, stimulant ainsi la signalisation NF-κB, la signalisation TGF-β/BMP pourrait induire 
la signalisation NF-κB. Une caractérisation plus poussée de ce réseau d'interactions 
permettrait de mieux comprendre l'activation des MAPK par les ligands TGF-β. 
L'activation des voies Erk et JNK induite par le TGF-β peut se traduire par la phosphorylation 
des Smads et réguler l'activation des Smads 574-577. En outre, l'activation de la signalisation 
Ras/Erk MAPK induite par le TGF-β peut induire l'expression du TGF-β1, amplifiant ainsi la 
réponse au TGF-β et induisant des réponses secondaires aux TGF-β 599. L'activation des voies 
MAPK par le TGF-β pourrait également influer sur les réponses transcriptionnelles par des 
effets directs sur les facteurs de transcription interagissant avec Smad [par exemple, le 
substrat c-Jun de JNK ou le substrat ATF-2 (activating transcription factor 2) de p38 MAPK], 
permettant la convergence des voies Smad et MAPK induites par le TGF-β 539-541. La double 
capacité du TGF-β à activer les signalisations Smad et MAPK joue un rôle dans la 
transdifférenciation épithéliale-mésenchymateuse induite par le TGF-β, qui dépend en partie 
des voies Erk et/ou p38 MAPK 598, 602, 603. Bien que cette convergence se traduise souvent par 
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une coopérativité, ces voies peuvent aussi se neutraliser les unes les autres. Par exemple, 
Smad6 peut se lier à TAK1 et réguler négativement son activité 604, alors que Smad7 peut 
améliorer et maintenir l'activation de JNK 605. En outre, c-Jun inhibe la signalisation Smad2 
via l'association avec des co-répresseurs de Smad, et cette interaction est régulée par la 
signalisation JNK 606. Ainsi, l'équilibre entre l'activation directe des Smads et les voies MAPK 
définit souvent les réponses cellulaires au TGF-β. 
 
Autres voies de signalisation induite par le TGF-β 
 
En fonction de la lignée cellulaire, le TGF-β peut activer rapidement les Rho-like GTPases, y 
compris RhoA, Rac et Cdc42, bien que l'activation retardée de RhoA et Cdc42, à cause de la 
synthèse de nouvelles protéines, ait également été observée 602, 607, 608. Le TGF-β augmente 
également l'expression de RhoB 609, possiblement en inhibant sa dégradation par le 
protéasome, et induit l'expression de NET1, un facteur d’échange de guanine spécifique de 
RhoA qui est nécessaire à l’activation de RhoA 610. Enfin, l'activation de Ras en réponse au 
TGF-β pourrait également conduire à l'activation d'une Rho-like GTPase. 
Rac et Cdc42 régulent l'activation des voies JNK et p38 MAPK, probablement en interagissant 
directement avec les MAPKKKs en amont de JNK et p38 MAPK, alors que Rho, Rac et Cdc42 
affectent l'organisation du cytosquelette 611. L'activation de petites GTPases par le TGF-β 
pourrait jouer un rôle dans les réponses de type expression génique. RhoB s’oppose 609, 
tandis que Rac1 contribue 602 à l'expression génique induite par le TGF-β, et l'activation de la 
signalisation JNK Rho-dépendante contribue à l'activation de Smad 577. Ces GTPases sont 
également nécessaires aux changements dans l'organisation du cytosquelette induits par le  
TGF-β  et à la transdifférenciation épithéliale-mésenchymateuse. L'activation de Rac1, RhoA 
et p38 MAPK, un effecteur de Cdc42, est nécessaire à la réorganisation rapide de la 
membrane et à la formation de lamellipodes en réponse au TGF-β 608. L’activation de RhoA 
et de son effecteur la kinase p160ROCK, ainsi que celle de Cdc24, p38 MAPK et de la 
signalisation Smad, ont été impliquées dans la formation de fibres de stress TGF-β-induite et 
la transdifférenciation épithéliale-mésenchymateuse 598, 602, 607, 608, 610. 
Le TGF-β peut également activer la phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K), comme l’indique la 
phosphorylation de son effecteur Akt 612, 613. Cette activation peut être directe, avec 
l’implication éventuelle de RhoA 612, mais peut aussi résulter de l’expression du TGF-α 
induite par le TGF-β et l'activation consécutive du récepteur EGF 613. L’inhibition chimique de 
l'activité de la PI3K réduit la phosphorylation de Smad2 et la transcription TGF-β-induite, 
ainsi que la transdifférenciation épithéliale-mésenchymateuse 612 ; toutefois, l'inhibition de 
la PI3K à des concentrations plus faibles d'inhibiteurs n'a pas d'incidence sur la transition 
épithéliale-mésenchymateuse TGF-β-induite 614, 615. Le rôle de la PI3K dans la différenciation 
reste à préciser. 
Le TGF-β peut également induire une signalisation via PP2A, qui se compose d'une sous-
unité catalytique C et d’une sous-unité régulatrice A, avec laquelle une sous-unité régulatrice 
B peut interagir. Suite à la liaison du TGF-β à son récepteur, la sous-unité Bα de la PP2A 
s’associe avec le récepteur de type I activé 592. Vu que Bα inhibe l'activité du dimère A/C, ce 
recrutement devrait permettre d'améliorer l'activité de PP2A. Suite à la stimulation par le 
TGF-β, les sous-unités A et C, ainsi que Bα, interagissent avec p70S6K, une kinase clé dans le 
contrôle traductionnel et la progression du cycle cellulaire 616. La déphosphorylation et la 
diminution de l'activité de p70S6K résultantes sont supposées contribuer à l'arrêt de 
croissance TGF-β-induit indépendamment des Smads 616, suggérant un rôle de PP2A dans la 
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réponse au TGF-β. La Protéine Phosphatase 1 (PP1) est également impliquée dans la 
signalisation TGF-β. Sa sous-unité catalytique (PP1c) interagit avec la SARA de drosophile, et 
régule négativement la signalisation Dpp en affectant la phosphorylation du récepteur de 
type I 617. 
Enfin, la signalisation TGF-β régule également la stabilité des protéines. En particulier, le 
TGF-β augmente la dégradation du co-répresseur de Smad, SnoN 554, 618, 619, et du récepteur 
TβRI 557, 558. La dégradation TGF-β-induite de SnoN implique Smad2 ou Smad3 comme des 
protéines d'amarrage pour cibler SnoN vers la dégradation par le protéasome. Ainsi, 
Smad2/3 interagit avec SnoN et Smurf2 ou le complexe de promotion de l’anaphase, qui 
servent ensuite de ligases de l’ubiquitine E3 pour SnoN 549, 618, 619. De même, en réponse au 
TGF-β, Smad7 interagit avec Smurf1 ou Smurf2, et l'interaction de ce complexe avec TβRI 
conduit à l'ubiquitination du récepteur et sa dégradation 557, 558. Reste à déterminer si 
d'autres protéines interagissant avec les Smads sont soumises à la dégradation TGF-β-
induite, et si la dégradation médiée par l'ubiquitine contribue à la réponse cellulaire à la 
signalisation de la famille TGF-β. 
 
Place du TGF-β1 en tant que biomarqueur dans la FPI 
 
Compte tenu de la physiopathologie complexe de la FPI, il semble probable que les 
processus biologiques qui sous-tendent la progression de la fibrose soient également 
impliqués dans le remodelage vasculaire et l’hypertension pulmonaire 620 
En outre, les taux et l'activité finement régulés du TGF-β (entre autres « facteurs de 
croissance ») sont importants pour un développement vasculaire coordonné, comme illustré 
par les résultats montrant que des souris surexprimant du TGF-β1 au cours du 
développement pulmonaire, présentent un défaut de différenciation épithéliale et une 
diminution de la vascularisation capillaire 279. 
Il est intéressant de noter, dans le contexte de l'apoptose des CE dans la FPI, que la 
diminution du nombre de PEC soit retrouvée dans la FPI. Cela suggère que aussi bien la 
disponibilité réduite que le « homing » pulmonaire augmenté vers les sites de lésion, 
éventuellement associés à un dysfonctionnement des EPC, pourrait être impliqués dans la 
lésion endothéliale de la FPI 262, 621. Dans le contexte de l’hypertension pulmonaire, qui 
pourrait donc présenter des mécanismes physiopathologiques communs avec la FPI 297, 620, 
notre équipe à montré que les effets bénéfiques des prostanoïdes étaient médiés au moins 
en partie par les ECFC dont le nombre est augmenté chez les patients bénéficiant du 
traitement par tréprostinil en sous-cutané, et qui présentent un phénotype hyperprolifératif 
622. Ce rôle bénéfique des ECFC dans le traitement de l’hypertension pulmonaire est opposé 
à celui décrit dans la FPI sous l’effet du TGF-β1, ce dernier étant détaillé dans le premier 
travail présenté dans cette thèse. 
Le TGF-β1 étant l’un des acteurs principaux dans le développement de la fibrose, il se 





2.4. Biomarqueurs dans l’artériopathie des membres inférieurs 
 
2.4.1. Principaux candidats dans la littérature actuelle 
 
Un certain nombre de biomarqueurs ont été associés à l’artériopathie des membres 
inférieurs (AMI) dans les études de populations définies (Tableau 8), tels que des cytokines 
ou chimiokines inflammatoires, des marqueurs de dysfonction endothéliale, des médiateurs 
de l'angiogenèse ou de la régénération vasculaire, des lipoprotéines, des indicateurs de 
stress oxydatif ou d’ischémie-reperfusion, des modulateurs métaboliques, et des protéines 
de la coagulation 623-629. 
Cependant, aucun de ces biomarqueurs ne sont spécifiques de l’AMI, puisqu’ils sont 
également élevés dans la maladie coronarienne et d'autres troubles vasculaires. Néanmoins, 
il est fort probable que les processus pathologiques dans la circulation périphérique 
conduisent à la libération de biomarqueurs spécifiques de l’AMI, car il existe des différences 
significatives dans le système vasculaire en termes d’expression génique endothéliale et des 
CMLV 630. Les études précliniques montrent ainsi des différences fonctionnelles ; la 
vasodilatation endothélium-dépendante et la vasoconstriction des muscles lisses, en 
réponse à une variété d'agonistes, diffèrent dans les artères coronaires et celles des 
membres inférieurs 631. De même chez les humains, les réponses endothélium-dépendantes 
dans les artères périphériques sont tout à fait différentes de celles dans les artères centrales 
632. Ces différences dans la réactivité vasculaire entre les artères périphériques et coronaires 
reflètent les différences dans l'expression des récepteurs de surface cellulaire et des voies de 
signalisation. Il y a aussi des différences bien établies entre les lits vasculaires dans 
l'expression des chimiokines endothéliales et des molécules d'adhésion. Ces différences 
anatomiques sont connues pour jouer un rôle physiologique dans le « homing » 
lymphocytaire et autres trafics cellulaire dans la surveillance immunitaire 633. La variation 
phénotypique entre les cellules vasculaires est une manifestation de leur exposition à des 
milieux disparates, de leur divergence de développement, et de leurs différences 
épigénétiques persistantes 634, 635. 
 
 









, molécules d’adhésion cellulaires solubles 
(« CAMs ») 
642, 643
, facteur Willebrand 
644
 
Modulateurs de l’angiogenèse Tie-2 soluble, VEGF 
629
, HGF (« Hepatocyte Growth Factor ») 
645
 
Lipoprotéines LDL oxydés 
623, 624, 646
, Lipoprotéine (a) 
647
 








Protéines de la coagulation Thrombomoduline 
651








Tableau 8 : Potentiels biomarqueurs associés à l’artériopathie des membres inférieurs. Adapté de Cooke JP 
& Wilson AM, J Am Coll Cardiol. 2010;55(19):2017–2023 
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2.4.2. Panel de biomarqueurs dans l’AMI 
 
Pour tout biomarqueur utilisé seul (comme la CRP), un certain pourcentage de sujets 
présentant des taux anormaux n'ont pas la maladie (faux positifs), tandis que les sujets 
atteints peuvent avoir des taux normaux (faux négatifs). Une approche pour résoudre ce 
problème est d'utiliser une combinaison de biomarqueurs, dans laquelle chacun des 
biomarqueurs apporte indépendamment une information diagnostique. Les panels de 
biomarqueurs et les indices de scores commencent à être utilisés en médecine pour affiner 
le diagnostic et aider à évaluer le pronostic. Par exemple, les indices de scores, intégrant de 
nouveaux biomarqueurs, ont été utilisés pour prédire les évolutions cliniques dans les 
cancers hépatocellulaires et du sein 654, 655. En 2006, Wang et al ont combiné plusieurs 
biomarqueurs issus de l'étude de Framingham pour prédire les pronostics et le décès dans 
les pathologies cardiovasculaires 656. 
Fung et al ont identifié la cystatine C comme un biomarqueur candidat supplémentaire. Une 
étude ultérieure portant sur 540 individus à haut risque cardiovasculaire a montré que la β2-
microglobuline, la cystatine C, la CRP haute sensibilité et le glucose étaient associés à l’AMI, 
indépendamment des facteurs de risque traditionnels que sont l’âge, le diabète, 
l’hyperlipidémie, l’hypertension et le tabac. Parmi les biomarqueurs plasmatiques testés, la 
β2-microglobuline et la cystatine C présentaient la meilleure corrélation avec l’AMI, 
supérieure à celle avec l’âge, le statut tabagique ou diabétique. Un score issu de ce panel de 
biomarqueurs (β2-microglobuline, la cystatine C, la CRP haute sensibilité et glucose) 
présentait une association augmentée avec le statut artéritique, indépendamment des 
facteurs de risque cardiovasculaires classiques 657. 
 
2.4.3. Focus sur la Thrombospondine-1 
 
Comme évoqué dans le paragraphe 2.4.1., la littérature fait état de facteurs pro-angiogènes 
en tant que potentiels biomarqueurs dans l’AMI. Les facteurs anti-angiogènes pourraient 
également être impliqués dans la pathogenèse de l’AMI. La thrombospondine (TSP-1) a été 
retrouvée surexprimée dans des coupes histologiques humaines et murines de tissus 
ischémiques des membres inférieurs 658, 659. Cependant les concentrations plasmatiques de 
TSP-1 n’ont pas encore été mesurées chez des patients artéritiques. 
 
La TSP-1 est une glycoprotéine adhésive intervenant dans les interactions cellule-cellule et 
cellule-matrice. Elle comporte de multiples sites de liaison au calcium, ainsi que différents 
types de séquences répétées d’amino-acides. Ces séquences répétées peptidiques 
présentent des homologies de structure avec diverses autres protéines (protéine de 
Plasmodium falciparum, précurseur de l’EGF notamment). En particulier, le motif peptidique 
RGD (arginine-glycine-acide aspartique) présent dans la séquence répétée de type 3 de la 
thrombospondine, est également retrouvé dans la fibronectine, le fibrinogène, le facteur 
Willebrand et la vitronectine. Ce motif RGD est reconnu par l’intégrine plaquettaire αIIbβ3 
(ou GP IIb/IIIa), et permet l’association de la thrombospondine aux cellules 
660.  
La famille « thrombospondine » comprend cinq protéines secrétées qui ont des rôles 
distintcs en physiologie et dans le développement 661. TSP-3, TSP-4 et COMP (Cartilage 
Oligomeric Matrix Protein, ou TSP-5) sont des protéines pentamériques retrouvées en 
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majorité dans les os et la matrice extracellulaire (MEC) du cartilage. Jusqu’à maintenant, les 
descriptions de leur association avec le cancer sont très limitées 662-667. 
TSP-1 et TSP-2 constituent une sous-famille de TSP trimériques, toutes deux ayant des 
propriétés anti-angiogènes 668. TSP-2 est exprimée par les cellules vasculaires mais n’est pas 
retrouvée dans les plaquettes. Les polymorphismes de THBS1 et THBS2, gènes codant 
respectivement TSP-1 et TSP-2, sont associés à des risques cardiovasculaires augmentés 669-
671 mais pas avec le cancer 672. 
La TSP-1 est une protéine qui est exprimée de façon transitoire dans la matrice 
extracellulaire et module les fonctions cellulaires d'une manière « contexte-spécifique » via 
des récepteurs membranaires de surface cellulaire et d'autres composants de la matrice 
extracellulaire 673. La TSP-1 circule à une concentration plasmatique d’environ 100 pM, et les 
granules α plaquettaires représentent un pool préformé de stockage important qui peut 
rapidement être mobilisé au niveau des sites de lésion tissulaire. Les protéines matricielles 
ont des rôles variés, notamment en modulant le comportement cellulaire (récepteurs de 
surface cellulaire) et en interagissant avec d’autres protéines de la matrice extracellulaire, 
des enzymes secrétées ou des facteurs de croissance. Les études concernant les interactions 
impliquant la TSP-1 ont montré diverses fonctions physiologiques ainsi que des rôles dans la 
pathogenèse de la réponse lésionnelle et du cancer, mais les phénotypes relativement 
modérés des souris déficientes pour la TSP-1 suggèrent que celle-ci ne se présente pas 
comme un acteur central pouvant être exploité en thérapeutique. Cependant des études 
plus récentes ciblant la signalisation via son récepteur le CD47, ont mis en évidence des rôles 
critiques de la TSP-1 dans la régulation précoce du dynamisme cardiovasculaire, de la 
perfusion tissulaire, de l’hémostase, du système immunitaire et de l’homéostasie 
mitochondriale. La plupart de ces fonctions étant médiées par une puissante et redondante 
inhibition de la voie canonique du monoxyde d’azote (NO) 
674. En effet, cette voie de 
signalisation via le NO est un axe central du mécanisme d’action de la thrombospondine.  
 
Rôle central de la signalisation par le NO dans l’angiogenèse, le tonus vasculaire et 
l’hémostase 
 
L’acteur principal de la production endogène de NO dans les CE est l’isoforme endothéliale 
de la nitric oxide synthase (eNOS ou NOS3). La NOS3 est une enzyme finement régulée, 
notamment par des modulations de son expression, de ses modifications post-
traductionnelles, par sa localisation subcellulaire et via la liaison de plusieurs protéines 
régulatrices 675. Le NO diffuse rapidement à travers les tissus et les membranes cellulaires 
pour se lier à sa principale cible, la guanylate cyclase soluble (sGC) afin de stimuler la 
production de GMP cyclique (cGMP). Ce dernier régule de nombreuses voies de signalisation 
qui affectent les fonctions des cellules vasculaires. Le NO à de faibles concentrations favorise 
la survie des cellules vasculaires, leur prolifération et leur migration. A de plus fortes 
concentrations, il déclenche des voies de signalisation additionnelles directement ou après 
conversion en espèces réactives de l’azote (reactive nitrogen species, RNS) 676, mais le 
contrôle de la signalisation NO dans les cellules vasculaires semble être spécifique de la voie 
« NO – cGMP ». 
Dans le système cardiovasculaire, la signalisation NO – cGMP a plusieurs fonctions 
physiologiques importantes (Figure 7). Le NO produit par l’endothélium diffuse au travers de 
la paroi vasculaire et permet la relaxation des CMLV dans les artères, augmentant ainsi le 
diamètre vasculaire, diminuant la résistance et améliorant le flux sanguin vers les tissus 
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cibles. Le NO dérivé des CE sert ainsi de médiateur pour l’auto-régulation locale précoce du 
tonus artériel, en réponse aux variations des forces de cisaillement mécanique détectées par 
l'endothélium, et aux facteurs circulant tels que le VEGF-A ou l'acétylcholine. Le NO diffuse 
également dans la lumière des vaisseaux, où il régule l'hémostase en limitant l’agrégation 
plaquettaire 677. Enfin, le NO agit d'une manière autocrine pour réguler la perméabilité 
endothéliale et l’angiogenèse 678. Ces réponses vasculaires au NO se produisent sur des 
échelles de temps différentes (Figure 7). L’hémostase et le tonus vasculaire sont régulés de 
façon précoce, tandis que l'angiogenèse nécessite une augmentation maintenue des niveaux 
de NO. 
 
Les facteurs angiogènes stimulent la synthèse de NO 
 
Le VEGFA stimule la NOS3 via différentes voies (Figure 7). Le rôle central de NOS3 dans la 
signalisation du VEGFA est mis en évidence par les défauts d’angiogenèse et de réponses de 
perméabilité précoces au VEGFA observés dans les modèles de souris déficientes Nos3 679. 
Les réponses angiogènes à l’angiopoïétine 1 (protéine = ANG1, gène = ANGPT1) et 
l’angiopoïétine protéïne « like » 1 (protéine = ANG3, gène = ANGPTL1) sont diminués de 
façon similaire dans ces mêmes modèles de souris déficientes Nos3 680, 681. La signalisation 
pro-angiogène par le Fibroblast Growth Factor – 2 (FGF2) implique également le NO 682. 
 
La TSP-1 bloque l’angiogenèse médiée par le NO 
 
L’effet de la TSP-1 sur l’angiogenèse a largement été étudié en cancérologie. 
Le niveau d’expression de la TSP-1 dans de nombreux cancers chez l’Homme est 
inversement corrélé avec la progression de la maladie 683, 684, comme parfaitement illustré 
dans le cancer du colon 685. Cependant quelques études ont rapporté un manque de 
corrélation avec la progression et d’autres, une corrélation positive avec la progression du 
cancer  686. Toutefois, l’analyse précise des tumeurs pour lesquelles une corrélation positive 
a été démontrée, révèle que l’expression augmentée de TSP-1 ne provient pas des cellules 
tumorales elles-mêmes mais plutôt des cellules stromales de la tumeur 687-689. L’induction de 
l’expression stromale de TSP-1 semble être un effet paracrine des facteurs de croissance 
sécrétés par les cellules tumorales. Les études de carcinogenèse spontanée et chimiquement 
induite chez des souris transgéniques pour TSP-1 ou TSP-2 soutiennent l’hypothèse que 
l’induction paracrine de l’expression de TSP-1 et TSP-2 a un effet inhibiteur important sur la 
progression de la tumeur 690, 691. 
Malgré des preuves évidentes montrant que la TSP-1 inhibe puissamment l’angiogenèse in 
vivo, des concentrations relativement importantes de TSP-1 sont nécessaires pour inhiber la 
prolifération et la migration endothéliale in vitro. Une des raisons pouvant expliquer cette 
contradiction est l’absence de NO dans ces expérimentations. En effet, la TSP-1 devient un 
inhibiteur 100 fois plus puissant en présence de NO exogène 692. La croissance de cellules 
vasculaires stimulée par le NO dans une matrice tridimensionnelle de collagène est 
nettement plus importante à partir d’explants de muscle squelettique de souris Thbs-1 -/- 
qu’à partir de ceux de souris sauvage. Une faible concentration de TSP-1 (10 pM, cf Figure 7) 
suffit à bloquer l’augmentation de prolifération des CE murines et humaines, d’adhésion à la 
matrice et de migration induite par le NO. Cette concentration est plus faible que la 
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concentration plasmatique usuelle 693, ce qui montre que les taux de TSP-1 circulant sont 
suffisants pour limiter la signalisation NO-cGMP dans l’endothélium. 
Cependant, l’inhibition de la signalisation NO-cGMP n’est pas restreinte aux CE. La TSP-1 
inhibe cette voie de signalisation de façon importante dans les VSMC et les plaquettes 694, 695. 
En effet, les VSMC sont une cible importante à travers laquelle la TSP-1 peut réguler la 
perfusion tissulaire. Par ailleurs en supprimant l’activité anti-thrombotique du NO, la TSP-1 
secrétée pendant l’activation plaquettaire possède un rôle important dans l’hémostase 694. 
Inversement, la TSP-1 n’est pas capable de réguler la synthèse de cGMP dans la plupart des 
lignées de cellules tumorales 696, suggérant que l’inhibition de la signalisation NO-cGMP par 
la TSP-1 est spécifique aux cellules vasculaires. 
 
Les récepteurs de la TSP-1 impliqués dans l’inhibition de la signalisation NO 
 
La TSP-1 régule l’angiogenèse grâce à neuf récepteurs au moins au sein des cellules 
vasculaires 697, capables de lier différents domaines de la TSP-1. Même si la TSP-1 est un 
puissant inhibiteur de l’angiogenèse, son domaine N-terminal possède une activité pro-
angiogène 286, 698 grâce à ses interactions avec plusieurs intégrines : α3β1, α4β1, α6β1 et 
α9β1 
698-701. Le domaine N-terminal de la TSP-1 module également les adhésions focales des 
CE et la perméabilité vasculaire via la calréticuline (CRP55) et la protéine 1 relative au 
récepteur des lipoprotéines de faible densité (LRP-1 ou A2MR ou APOER) 702, 703. 
Les motifs répétés centraux de type1 de la TSP-1 et la TSP-2 inhibent l’angiogenèse en 
engageant le récepteur CD36 704, 705 (ou FAT, GPIIIB, GPIV), un récepteur « scanvenger » de 
class B et une translocase d’acide gras, exprimé par l’endothélium des microvaisseaux et les 
CMLV.  
Le CD47 est un récepteur de surface cellulaire de haute affinité pour le domaine C-terminal 
de la TSP-1 et de faible affinité pour le domaine C-terminal de la TSP-2 706. Le CD47 est 
exprimé de façon ubiquitaire et a également un rôle important dans la régulation de la 
phagocytose en engageant son contre-récepteur SHPS1 707. 
Ces 2 récepteurs CD36 et CD47 permettent à la TSP-1 d’inhiber la signalisation NO-cGMP. 
L’activation du CD36 par la TSP-1 est suffisante pour inhiber la signalisation NO-cGMP mais 
pas indispensable. En effet, La TSP-1 reste un puissant inhibiteur de cette signalisation dans 
les cellules vasculaires déficientes en CD36 708. Le CD47 est donc le récepteur indispensable 
et nécessaire à l’activité inhibitrice de la TSP-1, comme l’atteste l’absence d’activité 
inhibitrice de la TSP-1 dans les cellules vasculaires issues de souris Cd47-/- 708. Notamment 
des doses 100 fois moindre de TSP-1 sont suffisantes pour inhiber la signalisation NO-cGMP 
































La TSP-1 régule le flux sanguin. 
 
De part la présence du CD47 sur les CMLV, la TSP-1 est donc capable de bloquer la relaxation 
induite par le NO des CMLV contractées in vitro 695. Cela peut se traduire sur la régulation du 
flux sanguin in vivo. En effet, les souris Thbs1-/- ou Cd47-/- exposées au NO voient leur flux 
sanguin doubler en comparaison aux souris sauvages 709. La traduction physiologique de 
cette démonstration est que la TSP-1 endogène via le CD47 limite en permanence la réponse 





Adaptée de Isenberg JS et al, Nat Rev Cancer. 2009;9:182-194 
Figure 7 : TSP-1 et ses récepteurs CD47 et CD36. CD47 et CD36 permettent l’inhibition de la signalisation 
NO-cGMP par la TSP-1. 
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2.5. Biomarqueurs dans les pathologies cardiovasculaires 
 
2.5.1. Biomarqueurs dans l’insuffisance cardiaque  
 
De nombreux biomarqueurs, en rapport avec la pathogenèse de l’IC, ont été étudiés 
et testés en clinique: 
- les biomarqueurs reflétant le stress du cardiomyocyte : l’adrénomedulline, les peptides 
natriurétiques (BNP, ANP), le ST2 (un membre de la famille des récepteurs à l’interleukine-1, 
existant sous une isoforme transmembranaire et une isoforme soluble 710), 
- les neurohormones : copeptine, endothéline, urocortine, urotensine II, 
- les biomarqueurs en relation avec l’inflammation et le stress oxydatif : cytokines pro-
inflammatoires (TNF-α, IL-6, IL-1 et IL-18) et CRP, galectine-3, myélopéroxydase, neoptérine, 
- les biomarqueurs en relation avec le remodelage de la MEC : MMP2, PIIINP (« Type III 
aminoterminal propeptide of procollagen »), TIMP-1 (« tissue inhibitor of metalloproteinase 
1 »), ostéopontine, ostéoprotégérine, 
- biomarqueur reflétant la lésion du cardiomyocyte : troponine 
- autres biomarqueurs émergeants : adiponectine, chromogranine-A, myostatine, GDF-15 
(« Growth Differantiation Factor-15 ») (pour revue, cf 711). 
Ces divers biomarqueurs utilisés individuellement apporteraient une aide au diagnostic et à 
l’évaluation du pronostic. Cependant, des stratégies à biomarqueurs multiples ont été 
développées et évaluées cliniquement. Ainsi, Sabatine et al ont sélectionné un marqueur de 
lésion du tissu cardiaque (troponine I, TnI), un marqueur d’étirement du tissu cardiaque 
(BNP), et un marqueur de l’inflammation (CRP), et ont pu valider dans une cohorte de 1635 
patients que le nombre de biomarqueurs élevés constituait un prédicteur significatif du 
pronostic : les patients avec 1, 2, ou 3 biomarqueurs élevés présentaient une multiplication 
par 2.1, 3.1 et 3.7 respectivement du risque de décès, d’IDM ou d’IC chronique à 6 mois 712. 
Dans une autre étude chez 358 patients atteints de SCA sans élévation du segment ST, Tello-
Montoliu et al ont analysé les taux de TnT, de CRP, de NT-proBNP et de D-Dimères. Ils ont 
observé en analyse multivariée  que la TnT, la CRP, le NT-proBNP, mais pas les D-Dimères, 
étaient des prédicteurs significatifs d’événements indésirables ; en stratégie de 
biomarqueurs multiples, les patients avec 3 biomarqueurs élevés présentaient un risque 
augmenté d’événements indésirables à 6 mois 
713. Par ailleurs, Zairis et al ont étudié la 
valeur pronostique combinée des taux sériques de BNP, de TnI et de CRP ultra-sensible à 
l’admission chez 577 patients hospitalisés pour IC. Ils ont conclu que plus le nombre de 
biomarqueurs élevés était important, plus le risque de décès par cause cardiaque à 31 jours 
augmentait graduellement 714. 
Cette stratégie d’étude combinant plusieurs biomarqueurs semble prometteuse, mais la 
principale difficulté reste de réussir à sélectionner des biomarqueurs qui présentent de 
faibles corrélations entre eux, afin d’obtenir la meilleure valeur clinico-biologique pour le 
panel ainsi choisi.  
Dans ce paragraphe vont être abordés les biomarqueurs sélectionnés dans les principales 
études de stratégies à biomarqueurs multiples, ainsi que les biomarqueurs ayant démontré 






Les troponines sont des protéines impliquées dans la régulation de la contraction du muscle 
cardiaque et squelettique. Le complexe de troponines module l'interaction actine/myosine 
médiée par le calcium dans le muscle strié. Les isoformes squelettique et cardiaque de ces 
protéines sont codées par des gènes distincts et diffèrent dans leur structure. Le complexe 
de troponines cardiaques est composé de la troponine I (inhibitrice), la troponine C (liant le 
calcium), et la troponine T (liant la tropomyosine). La troponine T (TnT) est une protéine de 
37 kDa, étroitement lié au complexe cardiaque myofibrillaire troponine/tropomyosine. La 
troponine I (TnI) est une protéine de 24 kDa, qui diminue l’affinité pour le calcium de la 
troponine C, les interactions troponine/tropomyosine étant ainsi inhibées. La troponine I 
cardiaque (cTnI), en particulier, n'est pas exprimée par les muscles squelettiques lésés ou en 
régénération, et par conséquent, présente une spécificité pour les lésions des 
cardiomyocytes 715, 716. 
Ishii et al ont mesuré les taux sériques troponine T cardiaque (cTnT), les taux plasmatiques 
de BNP et la fraction d’éjection ventriculaire gauche (FEVG) à l'admission de patients pour 
aggravation de leur insuffisance cardiaque 717. Ils ont montré qu’une augmentation du taux 
de cTnT était liée à la classification fonctionnelle de la NYHA (« New York Heart 
Association ») et que les taux augmentés de cTnT et de BNP étaient des facteurs prédictifs 
indépendants d'événements cardiaques. Parenti et al ont réalisé une étude prospective 
longitudinale observationnelle visant à vérifier et à analyser le rôle pronostique de la 
troponine I cardiaque (cTnI) chez les patients en IC aigue admis au service d'urgence 718. Ils 
ont ainsi montré que la cTnI a été détectée chez 45,5% des patients insuffisants cardiaques 
et que les patients avec taux détectables de cTnI avaient une classification NYHA plus 
péjorative à la présentation initiale, et une hospitalisation plus longue que les patients avec 
des taux de cTnI indétectables. En outre, des taux détectables de cTnI ont été associés à un 
risque accru de mortalité après ajustement par rapport aux autres facteurs pronostiques 
défavorables. Ces observations ont été vérifiées par Shah et al, qui ont observé que la cTnT 
est fortement associée à l’étendue des anomalies de relaxation du ventricule gauche et sa 
masse 719. Par ailleurs, au vu des nouvelles méthodes de dosage de cTn de sensibilité accrue, 
actuellement en cours d'élaboration, un plus grand nombre de patients IC auront des taux 




Le BNP est un peptide natriurétique. Il notamment synthétisé par les ventricules cardiaques 
sous forme d’une prohormone de 108 acides aminés, subissant un clivage protéolytique et 
générant un peptide C-terminal actif de 32 amino-acides, le BNP, et un fragment N-terminal 
inactif, le NT-proBNP. La synthèse et le relargage du BNP sont essentiellement stimulés par 
l’élongation du ventricule suite à l’augmentation de pression physiologique ou à une 
surcharge volumétrique 721. 
En 1994, Davis et al ont montré que des taux plasmatiques élevés de BNP à l’admission 
reflétaient précisément le diagnostic final d’IC. De plus ils ont observé une forte corrélation 
négative entre la FEVG et le taux de BNP 722. Le BNP a également été démontré comme étant 
en relation avec le degré de sévérité de la maladie déterminé avec la classification NYHA 723. 
Le NT-proBNP est également un marqueur fiable d’IC aigue. En 1995, Hunt et al furent les 
premiers à établir que les concentrations plasmatiques de NT-proBNP étaient 
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considérablement élevées chez les patients IC par rapport aux sujets sains, jusqu'à 9 fois plus 
élevées que les taux de BNP 724. Le NT-proBNP est également fortement associé à la sévérité 
de la maladie évaluée selon la classification NYHA 725. En 2003, Lainchbury et al ont 
démontré que les dosages de NT-proBNP et de BNP présentaient des performances 
comparables pour la gestion des patients atteints de dyspnée aiguë 726. Diverses méthodes 
de dosage rapides et sensibles ont depuis été développées, et la mesure du taux de BNP ou 
NT-proBNP constitue le marqueur biologique complémentaire aux examens cliniques pour le 
diagnostic d’IC selon les recommandations de l’ESC (« European Society of Cardiology »). 
 
Protéine C-réactive (CRP) 
 
Une étude publiée en 1956 a rapporté que la protéine C-réactive a été détectée chez 30 
patients sur 40 atteints d'insuffisance cardiaque chronique, et que l’insuffisance cardiaque 
était plus sévère chez ceux avec des taux élevés de CRP 727. Par la suite, la CRP a été décrite 
comme un protéine réactive de phase aiguë, synthétisée par les hépatocytes en réponse à la 
cytokine pro-inflammatoire interleukine-6 728. En outre, la CRP a été démontrée comme 
exerçant des effets nocifs directs sur l'endothélium vasculaire en réduisant la libération 
d'oxyde nitrique et en augmentant la production d'endothéline-1, de même qu’en induisant 
l'expression de molécules d'adhésion endothéliales 729. Ces résultats suggèrent que la CRP 
pourrait également jouer un rôle causal dans la maladie vasculaire et pourrait donc être une 
cible thérapeutique potentielle. Une étude plus récente a démontré que des taux élevés 
d’IL-6 et de CRP permettent de distinguer chez les patients en IC aiguë décompensée, ceux 
ayant une dysfonction systolique ventriculaire gauche de ceux ayant une fonction 
ventriculaire gauche préservée 730.  
Cependant, les taux élevés de CRP manque de spécificité : une infection aiguë ou chronique, 
le tabagisme, les syndromes coronariens aigus, et les états inflammatoires actifs sont 




L'ostéoprotégérine (OPG) est un récepteur de cytokine et un membre de la superfamille des 
récepteurs du TNF. L’OPG et son ligand, l’activateur du récepteur du facteur κB nucléaire 
(RANKL), régulent le remodelage osseux 731. Chez les patients de l’essai CORONA 
(« Controlled Rosuvastatin Multinational Trial in Heart Failure »), qui ont été randomisés 
pour recevoir 10 mg de rosuvastatine ou du placebo, les taux d'OPG ont apporté des 
informations prédictives indépendantes sur l’aggravation de l'IC chez les patient les plus âgés 
ayant une IC chronique 732. Les taux plasmatiques d’OPG ont également été évalués chez 
1229 patients atteints d'IC, recrutés dans 51 centres et inclus dans l'essai GISSI-HF (« Gruppo 
Italiano per lo studio della nell'Infarto Sopravvivenza Miocardico-Heart Failure »). Après 
ajustement par rapport aux marqueurs de risque cardiovasculaires classiques, l’OPG restait 
un important biomarqueur prédictif de la mortalité 733. 
De façon intéressante, notre équipe a démontré que les ECFC expriment l’OPG et le RANK, et 
que l’expression de l’ARNm de l’OPG est stimulée par le VEGF et le SDF-1 ; par ailleurs l’OPG 
améliore les propriétés de vasculogenèse des ECFC, en rapport avec la surexpression de SDF-
1 observée 4 heures après stimulation des ECFC par l’OPG 734. Dans le contexte d’IC 
chronique, les taux augmentés d’OPG pourraient illustrer, soit une tentative de 
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compensation inefficace par les ECFC, soit à l’opposé un effet néfaste dans ce contexte 
physiopathologique précis. 
 
2.5.2. Biomarqueurs dans les syndromes coronariens aigus 
 
La présentation clinique la plus péjorative d’un SCA est l’infarctus aigu du myocarde, où le 
pronostic vital sera engagé si la prise en charge est trop tardive. Un certain nombre de 
biomarqueurs ont donc été étudiés pour permettre une prise en charge de l’IDM la plus 
précoce possible, afin d’améliorer le pronostic des patients coronariens. De même que pour 
l’IC, ces divers biomarqueurs apportent une aide au diagnostic et à l’évaluation du pronostic. 
De nombreux marqueurs biochimiques ont montré une utilité clinique dans la détection 
précoce de l’ischémie et de la nécrose myocardique: la LDH (lactate déshydrogénase), la CK-
MB (créatine kinase isoforme MB) 735-737, la troponine cardiaque 738-740, la myoglobine 741, 742, 
l’albumine modifiée par l’ischémie 743, 744, la fraction d’acides gras libre non liée à l’albumine 
(« serum unbound free fatty acid fraction », FFAu) 
745 et la protéine de liaison aux acides gras 
de type cardiaque (« heart-type fatty acid-binding protein », H-FABP) 746-748. 
D’autres biomarqueurs comme le BNP 749-752 et la CRP 753, 754 sont utilisés pour la 
stratification du risque chez les patients présentant un SCA. 
Le processus inflammatoire concerne un aspect à part de la physiopathologie des SCA. Les 
biomarqueurs de l’inflammation pourraient donc fournir des informations indépendantes de 
celles fournies par les biomarqueurs de la nécrose des cardiomyocytes et par ceux du stress 
hémodynamique. Les médiateurs inflammatoires concernés sont représentatifs aussi bien 
des phases précoces que tardives de la rupture de la plaque d’athérome. Les biomarqueurs 
inflammatoires qui estimeraient le mieux l’inflammation cardiovasculaire spécifique sont les 
cytokines inflammatoires, les marqueurs du stress oxydatif, les marqueurs de la dégradation 
de la MEC et les marqueurs d’activation plaquettaire. Ainsi, les nouveaux biomarqueurs de 
l’inflammation qui ont été évalués dans les SCA sont l’interleukine-6 (IL-6) 755, la 
myélopéroxydase (MPO) 756, 757, la MMP-2 et la MMP-9 758, le CD40 et le CD40L 759, 760 
notamment. 
Comme pour l’IC, des stratégies à biomarqueurs multiples pour l’évaluation du risque et 
pour le diagnostic d’un SCA ont été testées. Notamment, Sabatine et al ont montré qu’une 
approche combinant le BNP, la CRP et la cTnI, permettait de distinguer une augmentation du 
risque de mortalité variant de 6 à 13 fois, entre les patients dont aucun de ces 3 
biomarqueurs étaient élevés et ceux qui présentaient une élévation simultanée des taux de 
ces 3 biomarqueurs 712. Plus récemment, Apple et al ont étudié chez 457 patients 
hospitalisés pour une symptomatologie de SCA, un panel de 7 biomarqueurs : MPO, sCD40L, 
PlGF, MMP-9, hsCRP, cTnI, et NT-proBNP. Ils ont également estimé le débit de filtration 
glomérulaire (DFGe) par la formule « MDRD » (Modification of Diet in Renal Disease). Le 
critère clinique primaire d’évaluation était la survenue d’évènements cardiaques (IDM, 
intervention coronaire percutanée, pontage coronarien, ou décès de cause cardiaque) ou 
toutes autres causes de décès. Ils ont ainsi observé que les patients ayant simultanément 
des taux élevés de PlGF, de NT-proBNP, de hsCRP, de cTnI, ou une diminution du DFGe, 
présentaient une augmentation significative du taux de mortalité de toutes causes. Ce taux 
de mortalité n’était pas augmenté chez les patients avec des taux élevés de MPO, sCD40L et 
MMP-9, par rapport aux patients avec des taux normaux. En outre, des taux élevés de NT-
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proBNP ou de cTnI se sont révélés être des biomarqueurs prédictifs indépendants 
d’évènements cardiaques 761. 
 
2.5.3. Focus sur le Placental Growth Factor (PlGF) 
 
Le récepteur VEGFR1 ou FLT1 
 
La famille VEGFR comprend 3 récepteurs: FLT1, FLK1 et FLT4 (également connu sous le nom 
de VEGFR1, VEGFR2 et VEGFR3, respectivement) 762. FLK1 lie le VEGF-A et le VEGF-C (et lie 
aussi le VEGF-D chez certaines espèces) ; c’est le récepteur primaire qui entraîne 
l'angiogenèse, que ce soit dans des conditions physiologiques ou pathologiques. FLT4 lie le 
VEGF-C et le VEGF-D. En revanche, FLT1 lie le VEGF-A, le VEGF-B et le PlGF. FLK1 et FLT1 sont 
constitués de sept domaines extracellulaires « immunoglobuline (Ig)-like », d’une région 
transmembranaire et d'un domaine tyrosine-kinase intracellulaire 763. La poche de liaison au 
ligand est située dans les second et troisième domaines « Ig » de ces deux récepteurs 764. Le 
VEGF-A se lie au FLT1 avec une affinité (constante de dissociation Kd ≈ 2-10 pM) qui est 
beaucoup plus élevé que pour FLK1 765. Cependant, le VEGF-A induit une plus faible activité 
tyrosine kinase avec FLT1 766, 767, probablement en raison d'une séquence inhibitrice dans le 
domaine juxtamembranaire qui réprime l'activité de FLT1 768. Cette faible activité tyrosine 
kinase de FLT1 et sa forte affinité pour le VEGF-A ont conduit à l'élaboration d'un modèle 
dans lequel FLT1 agit comme un récepteur leurre et module l'angiogenèse par sa capacité à 
séquestrer le VEGF-A, réduisant ainsi la signalisation par FLK1 769. Conformément à ce 
modèle, la perte de FLT1 provoque une létalité embryonnaire par une prolifération 
vasculaire excessive et désorganisée, alors que la délétion du gène Flt1 dans les vaisseaux 
dérivés de cellules souches embryonnaires (ESC) induit prolifération excessive des CE et une 
dysmorphogenèse des vaisseaux 770, 771. En revanche, les souris qui expriment un variant Flt1 
ancrée dans la membrane, dépourvu d’un domaine tyrosine-kinase (Flt1TK-/-), mais encore 
capable de piéger les ligands de Flt1, sont viables et ne présentent pas de défauts vasculaires 
183. Ces constatations renforcent le concept selon lequel FLT1 régule le développement 
vasculaire en séquestrant le VEGF-A en excès, et empêche donc la suractivation de la 
signalisation FLK1 183.  
D’autres éléments de preuve indiquent que FLT1 régule l'angiogenèse par la transmission de 
signaux intracellulaires. En effet, les souris Flt1TK-/- ont une inflammation et une angiogenèse 
diminuées dans divers modèles de maladies, y compris l'arthrite, l'athérosclérose, la  
néovascularisation choroïdienne et les métastases pulmonaires 184, 772-774. En outre, les 
tumeurs qui surexpriment le PlGF se développent moins rapidement chez les souris Flt1TK-/- 
184, 775. Les ligands naturels du FLT1, comme le VEGF-A et le PlGF, induisent la signalisation 
FLT1 et la phosphorylation de tyrosines spécifiques 776. De plus, FLT1 phosphorylé contribue 
à la survie des cellules tumorales lors de la transition épithéliale-mésenchymateuse 777. Par 
ailleurs, le récepteur chimérique « break point cluster region protein » (BCR)-FLT1, dans 
lequel la séquence ABL1 de l'oncoprotéine de fusion de la leucémie myéloïde chronique 
humaine BCR-ABL1 est remplacée par le domaine tyrosine-kinase constitutivement actif de 
FLT1, a un potentiel de transformation (fibroblastes transformés de rat qui acquièrent la 
capacité de former des structures tubulaires dans la matrice de la membrane basale) 778. 
L'activation médiée par FLT1 de la MAPK induit la croissance clonale de cellules du cancer du 
côlon, ainsi que la prolifération, la motilité et l'invasion dans diverses lignées de cellules 
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cancéreuses 779, 780. FLT1 a également été décrit comme impliqué dans l'activation et le 
recrutement de progéniteurs médullaires, de cellules inflammatoires, de CML et de cellules 
dendritiques. Comme dans plusieurs de ces types cellulaires, y compris les cellules 
tumorales, qui n’expriment pas ou expriment des niveaux minimaux de FLK1 781, 782, FLT1 ne 
se contente pas d'affiner les processus axées sur la signalisation VEGF-FLK1, mais semble 
plutôt induire une cascade de signaux de transduction. Néanmoins, le potentiel de 
signalisation de FLT1 reste controversé. Par exemple, des mutants VEGF-A conçu pour se lier 
sélectivement à FLT1 mais pas à FLK1 ne génèrent pas de signaux mitogéniques dans les CE 
783. 
 
PlGF : mécanismes moléculaires et cellulaires. 
 
Le PIGF a été découvert peu après l'identification du VEGF-A 235. Le gène humain code quatre 
isoformes (PlGF1 à 4), alors que le gène Plgf murin code une unique isoforme (Plgf2). 
Contrairement au VEGF-A, qui se lie à la fois à FLT1 et FLK1, le PlGF se lie à FLT1 mais pas à 
FLK1, et il se lie également à la neuropiline 1 et 2 784, 785. Le PlGF induit divers effets 
biologiques in vitro et in vivo en affectant un large éventail de types cellulaires différents. Le 
PlGF peut stimuler la croissance et la maturation des vaisseaux, directement en affectant les 
CE et murales, aussi bien qu’indirectement, par le recrutement de cellules pro-angiogènes. 
En effet, le PlGF stimule la croissance, la migration et la survie des CE 185, 786-788, augmente la 
prolifération des fibroblastes et des CML, induit une vasodilatation et stimule la croissance 
des vaisseaux collatéraux 782, 789. Il favorise également le recrutement et la maturation des 
progéniteurs myéloïdes compétents pour l’angiogenèse vers les sites de bourgeonnement 
vasculaire et au niveau des vaisseaux collatéraux 790-794. Le PlGF active et attire également les 
macrophages qui libèrent des molécules angiogènes et lymphangiogènes 795, et inhibe la 
différenciation des cellules dendritiques. 
Plusieurs études ont analysé les mécanismes moléculaires de fonctionnement du PlGF. Ce 
facteur de croissance stimule l'angiogenèse, en partie par stimulation de la signalisation 
VEGF. Il déplace le VEGF-A du FLT1, qui libère le VEGFA et lui permet d'activer FLK1, et 
stimule l’angiogenèse médiée par le VEGF 769. Le PlGF régule aussi l'expression du VEGF-A, 
du « fibroblast growth factor 2 » (FGF2), du « platelet derived growth factor β » (PDGFβ), des 
« matrix metalloproteinases » (MMP) et d'autres facteurs angiogènes 796, 797. En outre, la 
liaison de PlGF à FLT1 conduit à un « cross-talk » intermoléculaire entre FLT1 et FLK1, qui 
amplifie la signalisation FLK1, et par conséquent améliore les réponses médiées par le VEGF 
776. Ces effets du PlGF suggèrent que les CE améliorent leur réactivité propre au VEGF-A en 
produisant du PlGF 776. Toutefois, le PIGF est également capable d'induire ses propres 
signaux via FLT1 indépendamment du VEGF-A. En effet, le profil d'expression génique des CE 
a révélé que le PIGF induit une signalisation directement via FLT1 et bascule sur un certain 
nombre de gènes pro-angiogènes 776, 798. C'est également le cas pour les macrophages, qui 
expriment à l’origine FLT1 et non FLK1, comme l’atteste de nombreuses études 765, 781. En 
outre, des études de spectrométrie de masse ont montré que le PlGF et le VEGF-A induisent 
la phosphorylation de résidus tyrosine cibles de FLT1 776, ce qui renforcent l’hypothèse que 
le PlGF et le VEGF-A transmettent des signaux angiogènes distincts via le récepteur FLT1. 
Comme indiqué précédemment, le « cross-talk » intermoléculaire entre FLT1 et FLK1 repose 
également sur la signalisation via FLT1 776. 
Les actions pléïotropiques du PlGF expliquent aussi pourquoi ce facteur de croissance induit 
plusieurs effets biologiques distincts in vivo. Par exemple, l'expression d'un transgène PlGF 
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ou d’un gène viral PlGF, ou l’administration de PlGF recombinant in vivo, stimule 
l'angiogenèse au niveau de l’épiderme 185, 799, la revascularisation du cœur et des membres 
ischémiques 790, 792, 800, 801 et la cicatrisation des plaies chez les souris diabétiques 802. Le PlGF 
stimule également la microcirculation dans les muscles dystrophiques âgés 803, et il favorise 
également l'angiogenèse, la perméabilité et l'inflammation dans l'athérosclérose, l'arthrite 
et d'autres maladies inflammatoires 790, 791, 804, 805. De plus, le PIGF endogène est essentiel 
pour le rétablissement du flux sanguin dans les membres ischémiés, médié par le FGF2 806,  
stimule la migration des kératinocytes au cours de la cicatrisation cutanée 807, et fonctionne 
comme un facteur chimiotactique pour les progéniteurs mésenchymateux pendant 
l’ossification 808. Le fait que le PIGF ait été démontré comme affectant l'angiogenèse (et la 
lymphangiogenèse indirectement), l’inflammation, les cellules stromales, la niche 
métastatique 809, la croissance, la survie et la migration des cellules tumorales métastatiques 
786, 790, 810, et la maturation des cellules dendritiques et les réponses immunitaires anti-
tumorales 811, explique pourquoi il a une telle diversité d’effets 32, 787, 796. 
Cependant, d’autres études sur le PIGF ne soutiennent pas les données présentées ci-dessus. 
Par exemple, le PIGF ne parviendrait pas à stimuler la croissance et la migration des CE in 
vitro, et induirait seulement un faible signal « tyrosine kinase » via FLT1 769. Ce manque de 
réactivité endothéliale vis-à-vis du PlGF exogène pourrait être dû, au moins en partie, à 
l'abondante production endogène de PlGF par les CE en culture, ce qui pourrait saturer FLT1 
et empêcher une réponse au PlGF exogène. Cette hypothèse est étayée par l'observation 
que les CE déficientes en PlGF répondent facilement au PlGF exogène 185. Il a également été 
proposé que PlGF inhibe l'angiogenèse lorsque le PlGF est surexprimé à un niveau supra-
physiologique dans les tumeurs. Lorsque le PlGF est surexprimé dans des cellules qui 
produisent aussi du VEGF-A, des hétérodimères « VEGF-A / PlGF » sont formés, ce qui réduit 
le pool intracellulaire de VEGF-A, et donc la formation d’homodimères angiogènes « VEGF-A 
/ VEGF-A » 812-814. Conformément à ces données, un variant de PlGF qui est retenu dans le 
réticulum endoplasmique favorise la formation d'hétérodimères intracellulaires « VEGF-A / 
PlGF » ; cela  réduit la formation d’homodimères « VEGF-A / VEGF-A », inhibant ainsi 
l'angiogenèse tumorale 815. Toutefois, le rôle précis des hétérodimères « VEGF-A / PlGF » 
reste controversé, car ils ont également été suggérés comme étant pro-angiogènes 816. Il 
existe également actuellement quelques preuves selon lesquelles la formation naturelle 
d’hétérodimères « VEGF-A / PlGF » induirait des effets anti-angiogènes dans des conditions 
physiologiques. Une autre question en suspens est de savoir si ce mécanisme anti-angiogène 
du PlGF n'est observé que lorsque le PlGF est surexprimé à des taux supra-physiologiques. En 
effet, d'autres études ont montré que la surexpression à un taux plus modeste de PlGF 
stimule, mais n’inhibe pas l'angiogenèse et la croissance tumorales 32, 184, 775, 787. La 
surexpression transgénique de PlGF dans la peau augmente également la croissance, 
l'angiogenèse et la métastase des mélanomes 796, alors que la neutralisation 
pharmacologique du PlGF inhibe l'angiogenèse et la croissance tumorales (Tableau 9). De 










































Adaptée de Vuorio T et al, Expert Opin Biol Ther. 2012;12:79-92 
Figure 8 : Signalisation des récepteurs VEGFR et de leurs co-récepteurs NRP, après activation par leurs 
différents ligands, au niveau des CE, des macrophages et des CML notamment. Le VEGF-A se lie au VEGFR2 
et au VEGFR1, ce dernier agissant comme un régulateur négatif vis-àvis du VEGFR2 et du VEGF-A ; le PlGF et 
le VEGF-B sont des ligands spécifiques du VEGFR1 ; le VEGF-E et le VEGF-F activent spécifiquement le 
VEGFR2 ; le VEGF-C et le VEGF-D dans leur forme native ont une forte affinité pour le VEGFR3 et une 
affinité moindre pour le VEGFR2 ; après protéolyse par la plasmine, les VEGF-C & -D perdent leurs 
extrémités N-ter et C-ter et leur affinité pour le VEGFR2 est augmentée ; NRP1 et NRP2 sont des co-
récepteurs pour les VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, et amplifient les effets des VEGF ; la NRP1 peut lier 
directement le PlGF et les VEGF-B, -C, -D, et –E ; la NRP2 peut lier directement les VEGF-C et -D ; les formes 
solubles des VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3 agissent comme des inhibiteurs compétitifs de la liaison des VEGF à 
leurs récepteurs de surface cellulaire, et régulent donc les effets des VEGF. 
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Tissu Gain de fonction PlGF Perte de fonction PlGF 
Général Non déterminé « Knockout » : viable et fertile sans défauts 
vasculaires 
Placenta Non déterminé « Knockout » : angiogenèse diminuée dans 
les ovaires ; différenciation des cellules NK 
altérée dans l’endomètre 
Cœur Revascularisation du myocarde ischémique & 
l’élargissement des vaisseaux dans le 
myocarde distal préserve la performance 
cardiaque en cas d’infarctus 
« Knockout » : angiogenèse diminuée et 
inflammation dans la zone infarcie ; exercice 
physique normal induit l’angiogenèse 
Muscle 
squelettique 
Le PlGF recombinant ou l’administration du 
gène PlGF améliore l’angiogenèse, la 
croissance de vaisseaux collatéraux et le flux 
sanguin dans le membre ischémié, et restore 
la microcirculation dans le muscle 
dystrophique âgé 
« Knockout » : croissance vasculaire 
collatérale diminuée dans le membre 
ischémié ; exercice physique normal induit 
l’angiogenèse 
Œil Le PlGF prévient l’oblitération vasculaire en 
cas d’hypoxie sans impliquer la 
néovascularisation ; l’injection intra-vitreuse 
de PlGF provoque la rupture de la barrière 
rétinienne et l’œdème 
« Knockout » : néovascularisation choroïdale 
diminuée ; l’absence de PlGF ou 
l’administration d’Ac anti-PlGF ne diminue 




l’administration du gène PlGF augmente 
l’athérosclérose, l’accumulation de 
macrophage et la néovascularisation, et 
induit l’angiogenèse chez les souris saines 
« Knockout » : diminue la taille et le contenu 
des macrophages des lésions 




Peau l’administration du gène PlGF accélère la 
cicatrisation ; la surexpression du PlGF 
augmente la vascularisation de la peau sans 
affecter le réseau lymphatique et stimule la 
réponse cutanée allergique retardée 
« Knockout » : développement lymphatique 
et sanguin normal ; cicatrisation cutanée 
diminuée, et diminution de la réponse 
cutanée allergique retardée 
Os & tissu 
adipeux 
Non déterminé « Knockout » : métabolisme osseux et 
cartilagineux diminué pendant la réparation 
d’une fracture, angiogenèse et obésité 
diminuées 
Tumeur la surexpression du PlGF dans l’épiderme ou 
les cellules tumorales augmente la croissance 
tumorale, l’angiogenèse et la métastase, et 
redirige la niche prémétastatique ; elle inhibe 
également l’angiogenèse et la croissance  
tumorale via la formation d’hétérodimères 
« VEGFA-PlGF » 
« Knockout » : angiogenèse et croissance  
tumorale diminuées ; l’Ac anti-PlGF bloque la 
croissance tumorale, la métastase, la 
lymphangiogenèse et la l’angiogenèse ; le 
peptide antagoniste du système PlGF-FLT1 




Le PlGF reconstitue l’hématopoïèse par la 
stimulation de la différenciation et la 
mobilisation de cellules souches, et recrute 
les progéniteurs médullaires angiogènes et 
les macrophages vers les néovaisseaux 
L’absence de PlGF ou l’administration d’Ac 
anti-PlGF diminue le recrutement de 
progéniteurs médullaires et des 






Tableau 9 : Phénotypes pour une mutation « perte de fonction » ou « gain de fonction » du gène PlGF selon le 
tissu cible. Adapté de Fischer C et al, Nature Reviews Cancer 2008;8:942-956 
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2.6. Conclusion : Intérêts clinico-biologiques des biomarqueurs plasmatiques en 
pathologies humaines 
 
Dans cette seconde partie de ma thèse, les différents biomarqueurs passés en revue (de 
manière non exhaustive) aussi bien dans la fibrose pulmonaire idiopathique, l’artériopathie 
des membres inférieurs, que dans les pathologies cardiovasculaires, illustrent bien que la 
notion de biomarqueur idéal (cf § 2.2.) est utopique. Cependant, les biomarqueurs les plus 
performants utilisés en pratique clinique courante (par exemple : troponine et BNP entre 
autres) présentent de nombreux avantages : méthode peu invasive (prélèvement sanguin) 
pour obtenir l’analyte ; méthode de dosage automatisable et rapide ; précision de la mesure 
élevée ; bonnes reproductibilité, répétabilité, sensibilité et spécificité notamment. 
Par ailleurs, mais non nécessairement, le biomarqueur peut être informatif sur la 
pathogenèse de la maladie en question. En effet, l’analyte peut être un marqueur biologique 
d’une cause, ou refléter une conséquence du phénomène pathologique, même si ce point 
peut rester spéculatif alors que le biomarqueur a déjà une utilité prouvée en clinique. 
Dans l’idéal, un biomarqueur devrait contribuer fortement à établir le diagnostic, permettre 
d’évaluer le pronostic, et permettre de suivre l’évolution de la maladie et/ou l’efficacité du 
traitement. Mais encore une fois, peu de (voire aucune) protéines plasmatiques sont 
capables de respecter toutes ces caractéristiques à un niveau élevé, et cela souvent du fait 
de critères épidémiologiques limitant. Du point de vue du développement d’un traitement 
(notamment en phase 3 voire 4), un biomarqueur plasmatique performant peut avoir un 
intérêt remarquable. 
 
Les travaux présentés dans cette thèse n’avaient pas pour but principal d’identifier un 
biomarqueur « idéal » pour la pathologie concernée, mais plutôt de déterminer si une 
protéine ayant un rôle physiopathologique probable pourrait être un potentiel biomarqueur, 
en dans ce cas de décrire ses effets sur les propriétés angiogènes des ECFC (ayant également 
un rôle physiopathologique probable). Les modèles pathologiques d’étude choisis étant 
caractérisés par une dysfonction vasculaire, la stratégie de sélection de potentiels 
biomarqueurs plasmatiques s’est naturellement orientée vers des protéines ayant une 
action sur l’angiogenèse. Ainsi, il nous a été possible de décrire si l’environnement de 
protéines plasmatiques dans la pathologie concernée constituait un contexte qui freinerait la 
réparation vasculaire, ou au contraire qui optimiserait l’efficacité d’un produit de thérapie 






















Les termes « progéniteurs endothéliaux circulants » ou « cellules progénitrices 
endothéliales » tendent à devenir obsolètes car ils ne définissent pas une entité cellulaire 
unique. Depuis la première description des PEC en 1997, il est maintenant reconnu que le 
recrutement des PEC dérivés de la moelle osseuse est un mécanisme primaire de réparation 
des sites de lésion vasculaire. Les nombreuses études cliniques qui ont été menées chez les 
sujets humains atteints de diverses pathologies cardiovasculaires, métaboliques, malignes, 
auto-immunes, inflammatoires ou encore d’autres pathologies caractérisées par des 
anomalies de remodelage vasculaire, ont rapporté des changements de concentrations 
et/ou de fonctionnalité des PEC, en corrélation avec la sévérité ou le risque d’évolution 
défavorable pour l’état pathologique concerné. Ces données sur les PEC dans ces contextes 
pathologiques, combinées à la capacité des PEC humains à rétablir un flux sanguin 
artificiellement diminué dans les modèles précliniques animaux, ont fourni le rationnel afin 
d’initier des essais cliniques pour injecter des PEC ou des cellules issues de la moelle osseuse 
chez des patients atteints de désordres vasculaires systémiques ou cardiaques. Les résultats 
de ces études ont largement prouvé la faisabilité et la sécurité de l’injection de ces 
populations cellulaires, ainsi que ses effets bénéfiques, même s’ils semblent moins robustes 
chez l’humain que chez les rongeurs. Cependant, au sein de ces populations cellulaires 
hétérogènes testées, le type cellulaire majoritairement responsable de ces effets bénéfiques 
reste mal défini. Les cellules humaines ayant les caractéristiques les plus proches d’une 
cellule progénitrice endothéliale sont les ECFC 817. Afin de participer à une meilleure 
définition des précurseurs vasculaires impliqués dans le phénomène de vasculogenèse post-
natale, nous avons décidé de focaliser mon travail de thèse sur les ECFC.  
 
Hypothèse de travail 
 
Le comportement des ECFC dans une pathologie vasculaire donnée est susceptible d’être 
soumis à l’influence d’une (ou plusieurs) protéine(s) en rapport direct ou indirect avec la 
maladie. Le fait que les variations de concentration plasmatique de cette protéine 
présentent une certaine spécificité vis-à-vis de la pathologie étudiée, lui confère un potentiel 
rôle de biomarqueur. En supposant que les ECFC puissent être impliquées dans la 
pathogenèse ou la compensation de la maladie vasculaire étudiée, la caractérisation des 
effets du biomarqueur sur la fonctionnalité des ECFC pourrait nous permettre de mieux 
comprendre leur rôle dans l’homéostasie vasculaire ainsi que de préciser leur définition. 
 
Buts de l’étude 
 
A partir de modèles de pathologies vasculaires définis, nous avons cherché à mettre en 
évidence un potentiel biomarqueur plasmatique parmi des protéines modulant 
l’angiogenèse et/ou des marqueurs de l’endothélium vasculaire. Nous avons ensuite évalué 
le rôle de ce biomarqueur dans des modèles précliniques de vascularisation et de 
revascularisation post-ischémique ; l’effet du biomarqueur a ensuite été testé in vitro sur les 
propriétés angiogènes des ECFC, soit directement, soit via une stratégie d’inhibition. Les 
résultats de ces expérimentations nous ont permis d’apporter des éléments de réponses par 
rapport à notre hypothèse de travail. 
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Critères de choix des modèles pathologiques d’étude 
 
Les anomalies vasculaires à l’origine d’un phénomène ischémique ou résultant d’un 
remodelage vasculaire pathologique sont des situations où pourraient être recrutés les PEC 
et donc plus particulièrement les ECFC. Le rôle des ECFC serait soit de limiter les effets 
délétères de ces situations ischémiques, soit au contraire de participer à un phénomène de 
vascularisation anormale. Ces différents contextes pathologiques permettent de définir le 
rôle des PEC en physiologie humaine, et sont à l’origine de la notion de vasculogenèse post-
natale. 
La FPI est une pathologie où l’on observe des anomalies vasculaires associées à la fibrose 
dues à une angiogenèse excessive et/ou un remodelage vasculaire aberrant. Notre 
hypothèse est que les ECFC pourraient jouer un rôle causal dans la pathogenèse de la FPI, où 
ils seraient dans un environnement qui stimulerait leurs propriétés angiogènes, l’ensemble 
aboutissant à une vascularisation excessive inadéquate et non efficiente. 
Dans l’AOMI, pathologie artérielle périphérique, l’ischémie chronique s’installe suite à une 
obstruction vasculaire d’origine athérosclérotique, déclenchant ainsi une angiogenèse 
réactionnelle, avec développement physiologique de vaisseaux collatéraux où pourrait 
intervenir les ECFC. Dans ce contexte, les ECFC seraient recrutés afin de limiter voire de 
récupérer de cette situation d’ischémie chronique. 
Les SCA comprennent plusieurs affections cardiaques, où comme dans l’AOMI a lieu une 
obstruction vasculaire d’origine athérosclérotique, mais qui touche les artères coronaires et 
abouti à une ischémie myocardique. Dans cette situation d’ischémie aiguë les ECFC 
pourraient également être recrutés afin de limiter l’étendue de cette ischémie pouvant 
engager le pronostic vital. L’IDM et l’IC peuvent nécessiter une intervention chirurgicale 
thérapeutique (pontage coronarien, remplacement de valve) au cours de laquelle sera mise 
en place une circulation extracorporelle, situation hypoxémique reconnue pour mobiliser les 
PEC issus de la moelle osseuse 427 et donc potentiellement les ECFC 433. 
Ces 3 modèles pathologiques permettent d’envisager que les ECFC participeraient au 
phénomène déclenchant/causal de la maladie (FPI), ou au contraire participeraient à une 
réaction physiologique pour limiter les effets délétères de l’ischémie périphérique (AOMI) ou 
myocardique (SCA). 
 
Critères de choix pour le « screening » des biomarqueurs plasmatiques 
 
Dans ces 3 situations pathologiques choisies, définir l’environnement moléculaire dans 
lequel se retrouveraient les ECFC permettrait de mieux comprendre leurs fonctions 
biologiques. Dans ces 3 modèles pathologiques a lieu une atteinte et/ou un remaniement 
vasculaire. Le choix de protéines candidates à la fonction potentielle de biomarqueur 
plasmatique se porte donc naturellement vers des facteurs modulant l’angiogenèse et/ou 
des marqueurs de l’endothélium vasculaire, ayant de plus un rôle potentiel ou déjà défini 
dans la pathogenèse de la maladie concernée. De plus, le fait que les protéines candidates 
soient accessibles dans le milieu plasmatique reflète également leur capacité potentielle à 
moduler la mobilisation de cellules vasculogéniques, principalement à partir de la moelle 
osseuse. 
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Dans la FPI, nous avons donc choisi d’étudier si le TGF-β1 pouvait se présenter comme un 
potentiel biomarqueur plasmatique, ainsi que ses effets sur les propriétés biologiques des 
ECFC. 
Dans l’AOMI, nous avons évalué dans le même cadre le VEGF, le PlGF et la TSP-1. Ce panel de 
protéines représente une balance angiogène qui pourrait basculer du côté pro-angiogène à 
l’initiation de la maladie (avec une participation du contexte inflammatoire), vers le côté 
anti-angiogène lorsque la maladie devient chronique. 
Chez les patients atteints de pathologies coronaires ou subissant une chirurgie cardiaque, 
nous avons évalué le VEGF et le PlGF.  
 
Méthodologie générale pour les expérimentations 
 
Dans chaque cohorte de patients, nous avons donc dans un premier temps mesuré les 
concentrations plasmatiques des protéines candidates définies. 
Après avoir démontré que les taux plasmatiques de TGF-β1, de TSP-1 et de PlGF étaient 
significativement augmentés par rapport aux populations contrôles, respectivement dans la 
FPI, l’AOMI, et les SCA / la chirurgie cardiaque, nous avons étudié les effets de ces protéines 
sur des modèles précliniques de vascularisation (implants de Matrigel®) et/ou de 
revascularisation post-ischémique (modèle murin d’ischémie du membre inférieur). Le 
modèle de vascularisation du Matrigel®-plug acellulaire permet de déterminer si le 
biomarqueur testé présente un effet sur le modelage/remodelage vasculaire dans cette 
matrice. Le modèle d’ischémie du membre inférieur permet de déterminer le type 
d’influence du biomarqueur testé (ou de la voie de signalisation impliquée) sur le 
remodelage vasculaire réactionnel en situation post-ischémique. 
Nous avons également évalué in vitro si ces protéines modulaient les propriétés angiogènes 
des ECFC, cellules supposées être impliquées dans ces phénomènes de remodelage 
vasculaire. Pour cette partie in vitro, nous avons vérifié que les ECFC expriment au moins un 
des récepteurs des protéines concernées, aussi bien au niveau des ARNm qu’au niveau 
protéique ; une fois cette étape validée, nous avons testé les effets directs des protéines 
candidates sur la prolifération/viabilité, la migration et la tubulogenèse des ECFC, puis nous 
avons évalué ces effets de façon indirecte en inhibant par ARN interférence, et/ou par un 
anticorps monoclonal bloquant, et/ou par un composé chimique inhibiteur, le/les 
récepteur(s) de la protéine candidate ou un récepteur d’une voie de signalisation impliquée 
dans l’effet direct observé de la protéine candidate. En ce qui concerne la TSP-1, nous avons 
de plus testé les propriétés angiogènes des ECFC en inhibant par ARN interférence 
l’expression de la TSP-1, aussi bien in vitro que dans le modèle d’ischémie du membre 
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La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) est une forme spécifique de pneumonie 
interstitielle avec une fibrose progressive et chronique, de cause indéterminée, touchant 
préférentiellement les patients âgés, dans laquelle on observe un remodelage vasculaire 
aberrant constant. En l’absence de transplantation pulmonaire, le pronostic est très péjoratif 
puisque la FPI évolue vers une réduction progressive de la fonction pulmonaire jusqu’au 
décès dans les 2 ans qui suivent le diagnostic. 
 
Le transforming growth factor - β1 (TGF-β1) est une des protéines de la superfamille TGF-β, 
qui régulent la prolifération cellulaire, l’apoptose et la différenciation. Le rôle du TGF-β1 est 
controversé dans la littérature car il est décrit aussi bien pro-apoptotique, anti-apoptotique, 
que pro-angiogène selon le type cellulaire et le contexte physiopathologique 818-820. Le TGF-
β1 est une cytokine profibrotique qui joue donc in rôle majeur en biologie vasculaire, et 
notamment dans la pathogenèse de la FPI. En effet le TGF-β1 induit la prolifération 
fibroblastique, ainsi que l’accumulation et la dégradation de la matrice extracellulaire. Le 
remodelage vasculaire résultant peut alors aboutir à une résistance vasculaire pulmonaire 
puis à une hypertension pulmonaire irréversible, marqueur de mauvais pronostic dans la FPI. 
Les progéniteurs endothéliaux pouvant être impliqués dans ce processus de remodelage, 
vasculaire, nous avons donc étudié l’effet du TGF-β1 sur leurs propriétés angiogènes, et plus 
particulièrement sur celles des ECFC, type de progéniteurs ayant la capacité de former des 
néovaisseaux in vivo 38, 41. 
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Nous avons d’abord déterminé les taux plasmatiques du TGF-β1 total ainsi que les 
concentrations plasmatiques de la fraction active du TGF-β1, dans une cohorte de 64 
patients atteints de FPI, comparés à 13 individus sains d’âges comparables. 
Notre hypothèse étant que le TGF-β1 pourrait moduler les propriétés biologiques des ECFC, 
notamment leur capacité à former des néovaisseaux in vivo, nous avons ensuite étudié 
l’effet du TGF-β1 in vivo via le modèle acellulaire d’implants de Matrigel®, en supposant que 
les néovaisseaux potentiellement formés dans les implants incluent au moins en partie des 
ECFC murins. 
Les effets du TGF-β1 à 3 doses différentes (1, 2 et 5 ng/mL) ont ensuite été testés in vitro sur 
la viabilité ainsi que les capacités migratoire et tubulogénique des ECFC. Dans des conditions 
de stimulation à 5 ng/mL en comparaison à des ECFC non stimulés, nous avons évalué 
l’expression des ARN messagers du VEGF et du SDF-1 ainsi que de leurs récepteurs afin de 
déterminer si les effets éventuels du TGF-β1 impliquaient ces voies de signalisation pro-
angiogènes. Nous avons également contrôlé au niveau transcriptomique que les ECFC, issus 
aussi bien de sang de cordon que de sang périphérique adulte, exprimaient les récepteurs 
ALK-1, ALK-5 et TGF-βRII au TGF-β1. Cela afin de tester les propriétés angiogènes in vitro 
après stimulation par le TGF-β1, des ECFC dont les récepteurs au TGF-β1 auront été inhibés 
par ARN interférence, et de déterminer quels récepteurs seraient impliqués dans les effets 
éventuels du TGF-β1. 
 
Le taux plasmatique de TGF-β1 total est significativement augmenté chez les patients 
atteints de FPI par rapport à la population contrôle, tandis que la forme active n’est détectée 
dans aucune des 2 populations. 
La présence de TGF-β1 dans les implants de Matrigel® augmente leur vascularisation, 
comme l’attestent les concentrations d’hémoglobine 2 fois plus élevées dans les implants 
contenant le TGF-β1 que dans les implants avec PBS ou bFGF seul. Par ailleurs, des sections 
de ces implants de Matrigel® inclus en paraffine ont été colorées en hématoxyline et éosine, 
afin de quantifier le nombre de néovaisseaux fonctionnels : les implants contenant le TGF-β1 
présentent significativement plus de vaisseaux que les implants avec PBS ou bFGF seul, sans 
effet dose significatif, corroborant ainsi les résultats du dosage d’hémoglobine. 
In vitro, le TGF-β1 améliore la viabilité (évaluée par le test au pNPP) et la migration (évaluée 
par le « wound healing assay » et en chambre de Boyden) des ECFC, mais n’a pas d’effet sur 
leur différenciation en pseudotubes dans le Matrigel®. Ces effets ne passent pas par les voies 
de signalisation du VEGF ou du SDF-1 (pas d’augmentation de l’expression des ARN 
messagers du VEGF, du SDF-1 ou de leurs récepteurs après stimulation des ECFC par le TGF-
β1), mais via les récepteurs ALK-1, ALK-5 et TGF-βRII, comme le démontre l’annulation de 
l’augmentation de la viabilité et de la capacité migratoire des ECFC après inhibition par ARN 
interférence de ces 3 récepteurs. 
 
Ces résultats suggèrent que le TGF-β1 pourrait avoir un rôle dans l’angiogenèse excessive 
et/ou le remodelage vasculaire pathologique via le recrutement et l’expansion des ECFC. Le 
TGF-β1 pourrait donc être un biomarqueur potentiel dans la FPI. 
 
Discussion et perspectives 
 
Comme passées en revue dans le paragraphe 2.3. de cette thèse, de nombreuses protéines 
(ainsi que certains types cellulaires) ont été évaluées en clinique en tant que biomarqueur 
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potentiel dans la FPI. Parmi les différentes isoformes du TGF-β, le TGF-β1 est la forme la plus 
largement impliquée dans les pathologies fibrotiques, dont la FPI. Les taux de TGF-β ont été 
évalués dans les BALF mais s’avèrent très variables selon les études. Concernant les taux 
plasmatiques de TGF-β1, ils ont également été mesurés dans des cohortes (de faible taille) 
de patients atteints de FPI mais comparés à des populations contrôles non appariées pour 
l’âge. A notre connaissance, l’article présenté dans cette thèse constitue la première étude 
comparant les taux plasmatiques de TGF-β1 de patients FPI à ceux d’une population contrôle 
d’âges comparables. Cela constitue un point notable vu les variations des taux d’endogline 
(CD105, récepteur de type III au TGF-β1) avec les pathologies vasculaires liées à l’âge. A 
noter également que la forme active du TGF-β1 n’a pas été retrouvée chez ces patients FPI, 
probablement à cause de taux inférieurs à la limite de détection de notre méthode ELISA. 
Les mécanismes d’activation physiologique du TGF-β1 impliquent des interactions avec les 
intégrines, les forces de cisaillement et/ou la TSP-1 ; ces mécanismes pourraient avoir lieu 
principalement dans les tissus. De façon intéressante, nous avons retrouvé des taux 
plasmatiques significativement augmentés de TSP-1 chez ces mêmes patients FPI 
comparativement à la population contrôle (résultats préliminaires). Au vu des effets de la 
TSP-1 sur les ECFC que nous avons décrits dans le cadre de l’étude chez les patients 
artéritiques, nous pourrions supposer que la TSP-1 est produite au niveau des sites de 
lésions fibrotiques et permet le recrutement des ECFC (augmentation de l’adhésion de 
ECFC), mais que parallèlement l’augmentation des taux plasmatiques de TSP-1 serait une 
conséquence de la vascularisation excessive et anormale dans la FPI, afin de limiter cette 
néoangiogenèse pathologique. 
La littérature révèle un rôle contrasté du TGF-β1. En effet, selon le type cellulaire, il pourrait 
avoir un effet pro-apoptotique (CE aortiques, HUVEC) ou anti-apoptotique (CMLV) 818 ; le 
TGF-β1 pourrait également promouvoir l’angiogenèse via l’augmentation de l’expression du 
VEGF dans des lignées de cellules de carcinome cholangiocellulaire 819 et dans des CE 
aortiques 820. Nous avons montré que le TGF-β1 augmentait la vascularisation des implants 
de Matrigel® et que cet effet pouvait impliquer les ECFC puisque nous avons également 
montré que le TGF-β1 améliorait in vitro leur viabilité et leur capacité migratoire. Par 
ailleurs, dans nos conditions expérimentales, le TGF-β1 ne stimule pas l’expression du VEGF, 
du SDF-1 ou de leurs récepteurs dans les ECFC. Ces voies de signalisation pro-angiogènes 
démontrées dans les ECFC ne sont donc pas celles sollicitées lors de l’action pro-angiogène 
du TGF-β1. Ces données sont en accord avec d’autres études montrant que les ECFC ne 
secrètent pas de VEGF 49, et qu’ils participeraient donc à la vasculogenèse post-natale en 
fournissant un nombre suffisant de CE plutôt que par des effets paracrines 49. Nous avons 
donc exploré si les voies engageant les 3 principaux récepteurs au TGF-β pouvaient être 
impliquées dans les effets observés du TGF-β1. A cette fin, l’expression des ARN messagers 
des récepteurs ALK-1, ALK-5 (récepteurs de type I) et TGF-β RII a été évaluée par PCR 
quantitative en temps réel dans les ECFC issus de sang de cordons et de sang périphérique 
adulte, dans les HUVEC, les HPAEC (« Human Pulmonary Artery Endothelial Cells »), et les 
cellules souches mésenchymateuses (MSC, « Mesenchymal Stem Cells »), ces types 
cellulaires exprimant les ARNm de ces 3 récepteurs. Les CFU-EC, les monocytes, les CML ainsi 
que les cellules de sang total expriment quant à eux les ARNm d’ALK-5 et du TGF-β RII, mais 
pas ceux d’ALK-1. Nous avons ensuite réévalué l’effet du TGF-β1 à 5 ng/mL (concentration la 
plus efficace dans nos conditions) sur la viabilité et la migration des ECFC en inhibant 
l’expression d’ALK-1, d’ALK-5 et du TGF-β RII par des siRNA spécifiques effectifs pendant au 
moins 4 jours suivant la transfection. Lorsque l’expression de l’un de ces 3 récepteurs est 
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inhibée dans les ECFC, le TGF-β1 n’est plus capable d’améliorer leur viabilité et leur capacité 
migratoire, démontrant ainsi que ces 3 principaux récepteurs au TGF-β sont impliqués dans 
l’effet pro-angiogène du TGF-β1 sur les ECFC. 
Le TGF-β1 induit ses effets cellulaires en se liant au TGF-β RII, provoquant ainsi le 
recrutement de l’un de ses 2 récepteurs de type I, ALK-1 ou ALK-5, pour former un complexe 
hétéromérique actif 537. Le TGF-β RII est essentiel pour la formation d’un complexe de 
récepteurs effectif, ce qui explique que l’inhibition de son expression annule les effets pro-
angiogènes du TGF-β1 sur les ECFC. ALK-1 et ALK-5 quant à eux induisent des effets 
hétérogènes sur de nombreux types de CE in vitro, indiquant que leurs effets sont 
probablement contexte-dépendants voire dépendants du type cellulaire 820-822. En effet, les 
Smads sollicités en aval d’ALK-5 (Smad2/3) induiraient les effets inhibiteurs du TGF-β1 sur la 
prolifération et la migration des CE, alors que les Smads sollicités en aval d’ALK-1 (Smad1/5) 
stimuleraient la prolifération et la migration des CE 821. Cependant, concernant les ECFC nous 
avons montré que l’inhibition isolée de l’un de ces 3 récepteurs ALK-1, ALK-5 ou TGF-β RII 
produisait les mêmes effets. Nous pourrions donc supposer que dans les ECFC, les effets du 
TGF-β1 sont médiés par un complexe de récepteur hétérotrimérique, composé des 2 
récepteurs de type I ALK-1 et ALK-5 et du récepteur de type II TGF-β RII. Cette hypothèse 
pourrait être vérifiée par une expérience de co-immunoprécipitation utilisant un anticorps 
spécifique anti-ALK-1 ou anti-ALK-5. Il serait également intéressant d’étudier les voies de 
signalisation Smad et/ou « non Smad » (comme Erk, JNK ou p38 MAPK) pour déterminer 
quel mécanisme engagé dans les ECFC déclenche les effets du TGF-β1. Notre équipe a 
également décrit que le BMP2 et le BMP4, 2 autres membres de la superfamille du TGF-β, 
augmentent la prolifération, la migration et la tubulogenèse des ECFC in vitro, ainsi que leur 
potentiel de revascularisation post-ischémique dans le modèle murin d’ischémie du membre 
inférieur 41. Il serait là aussi intéressant d’analyser les voies de signalisation déclenchées par 
BMP2/4 dans les ECFC et de les comparer avec celles empruntées par le TGF-β1. D’une 
manière générale, BMP2/4 se lient à leurs récepteurs de type I ALK-3 ou ALK-6 et BMPRII, et 
activent la voie des Smads 1/5/8, cette dernière pouvant également être activée par le TGF-
β1 via ALK-1. Etant donné que seuls les BMP2/4 stimulent la tubulogenèse des ECFC 
comparativement au TGF-β1, la comparaison des voies de signalisation déclenchées par le 
TGF-β1 d’une part, et les BMP2/4 d’autre part, permettrait de déterminer au moins en partie 
les mécanismes moléculaires impliqués dans la différenciation des ECFC en pseudotubes. 
L’endogline est un récepteur de type III au TGF-β qui n’est pas directement impliqué dans la 
signalisation, mais qui module celle des autres membres de la famille du TGF-β. L’endogline 
n’est pas capable d’activer la voie des Smads, principale voie impliquée dans les effets du 
TGF-β1 sur les CE. Pour cette raison nous n’avons pas évalué le rôle de ce corécepteur par 
rapport aux effets du TGF-β1 sur les ECFC. 
Récemment, Il a été décrit que les ECFC pouvaient subir une transition endothéliale-
mésenchymateuse après une stimulation par le TGF-β1 sur 21 jours 823, ou même après 48 
heures de stimulation en milieu dépourvu de sérum 824. Dans nos conditions de culture où 
les ECFC sont stimulés par le TGF-β1 pendant 48 heures en présence de 1 ou 5% de sérum, 
nous n’avons pas observé de changement de morphologie pouvant indiquer un éventuel 
engagement dans une telle transition. Par ailleurs, l’expression des ARNm des marqueurs 
endothéliaux (non spécifiques) MCAM et CDH5 n’a pas varié après 24 heures de stimulation 
en l’absence de sérum. Dans nos expériences in vitro il parait donc peu probable que les 
effets pro-angiogènes du TGF-β1 soient dus à une transformation des ECFC en cellules 
mésenchymateuses. Cependant dans notre modèle in vivo du Matrigel®-plug acellulaire 
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contenant du TGF-β1 nous ne pouvons pas exclure l’éventualité d’un tel mécanisme puisque 
les implants de Matrigel® sont analysés 14 jours après injection et que ce délai pourrait être 
suffisant pour permettre une transition mésenchymateuse des CE et/ou des ECFC murins 
recrutés pour la vascularisation de l’implant. L’absence de marqueur spécifique pour les 
ECFC humaines et l’absence de données concernant le phénotype des ECFC murines ne nous 
permettent pas d’éclaircir le rôle de la transition endothéliale-mésenchymateuse dans 
l’augmentation des propriétés angiogènes des ECFC par le TGF-β1, à l’aide de ce modèle de 
Matrigel®-plug acellulaire simple, ni même avec une variante de ce modèle consistant à 
injecter des implants de Matrigel® contenant des ECFC humaines avec ou sans TGF-1 dans 
des souris Nude. 
 






The profibrotic cytokine transforming growth factor-b1
increases endothelial progenitor cell angiogenic properties
S . M. EVRARD,* à 1 C. D ¢AUDIG IER ,* à 1 L . MAUGE ,* à D. I SRA E¨ L -B I ET ,*§ C . L . GUER IN ,* –
I . B I ECHE ,* **   J . C . KOVAC IC ,àà A. -M. F I SCHER ,* à P . GAUSSEM* à and D . M. SMADJA* à§§
*Universite´ Paris Descartes, Paris;  INSERM UMRS 765, Paris; àAP-HP, Hoˆpital Europe´en Georges Pompidou, Service d‘Hematologie Biologique,
Paris; §AP-HP, Hoˆpital Europe´en Georges Pompidou, Service de Pneumologie, Paris; –INSERM UMRS 970, Paris Cardiovascular Research Center –
PARCC, Paris; **INSERM UMRS 745, Paris;   Laboratoire dÕOncoge´ne´tique, Centre Rene´ Huguenin, Saint Cloud, France; ààThe Zena and
Michael A Wiener Cardiovascular Institute, Mount Sinai School of Medicine, New York, NY; and §§Vascular Biology Program and Surgery
department, ChildrenÕs Hospital, Harvard Medical School, Boston, MA, USA
To cite this article: Evrard SM, dÕAudigier C, Mauge L, Israe¨l-Biet D, Guerin CL, Bieche I, Kovacic JC, Fischer A-M, Gaussem P, Smadja DM.
The proﬁbrotic cytokine transforming growth factor-b1 increases endothelial progenitor cell angiogenic properties. J Thromb Haemost 2012; 10:
670–9.
Summary. Background: Transforming growth factor-b1
(TGF-b1) is a proﬁbrotic cytokine that plays a major role in
vascular biology, and is known to regulate the phenotype and
activity of various vascular cell populations. Because most
ﬁbrotic diseases, such as idiopathic pulmonary ﬁbrosis (IPF),
are associated with vascular remodeling, and as endothelial
progenitor cells (EPCs) may be involved in this process, we
investigated the impact of TGF-b1 modulation of EPC
angiogenic properties. Methods: TGF-b1 plasma levels were
determined in 64 patients with IPF and compared with those in
controls. The eﬀect of TGF-b1 on angiogenesis was studied
in vivo in a Matrigel plug model and in vitro on endothelial
colony-forming cells (ECFCs). We studied the eﬀects of
inhibiting the expression of the three main receptors of TGF-
b1 in ECFCs by using short interfering RNA. Results:Total
TGF-b1 plasma levels were signiﬁcantly increased in patients
with IPF as compared with controls (P < 0.0001). TGF-b1
had proangiogenic eﬀects in vivo by increasing hemoglobin
content and blood vessel formation inMatrigel plugs implanted
in C57/Bl6 mice, and in vitro by enhancing ECFC viability and
migration. The eﬀects were abolished by silencing the three
main TGF-b1 receptors. Conclusions:TGF-b1 is proangiogen-
ic in vivo and induces ECFC angiogenic properties in vitro,
suggesting that TGF-b1 may play a role during vascular
remodeling in ﬁbrotic disease states via EPCs.
Keywords: endothelial colony-forming cells, endothelial pro-
genitor cells, idiopathic pulmonary ﬁbrosis, TGF-b1.
Introduction
The transforming growth factor (TGF)-b superfamily consists
of TGF-bs, activins, and bone morphogenic proteins (BMPs)
[1]. These proteins all bind to their transmembrane receptors,
and these activate Smad proteins, which are known to regulate
cell proliferation, apoptosis, and differentiation [1]. TGF-b1 is
a pleiotropic cytokine that has a major role in the development
of ﬁbrosis in various organs, including the kidneys, liver, lungs,
and skin [2]. TGF-b1 is synthesized as a biologically inactive
molecule that undergoes activation by cleavage of its latency-
associated peptide in order to exert its biological effects [3].
Whereas BMPs, and in particular BMP4, stimulate angiogen-
esis and endothelial differentiation [4], TGF-b1 may either
stimulate or inhibit angiogenesis in a context-dependent
manner [5–8].
Idiopathic pulmonary ﬁbrosis (IPF) is a ﬁbroproliferative
disorder of unknown etiology characterized by ﬁbroblast
proliferation, extracellular matrix deposition, and a progressive
loss of normal lung architecture. In the absence of lung
transplantation, IPF typically leads to a progressive reduction
in lung function and death within 3–5 years of diagnosis. TGF-
b1 is strongly implicated in the pathogenesis of this disease by
promoting ﬁbroblastic proliferation, matrix accumulation, and
matrix degradation [9]. In addition, the pathogenesis of IPF is
characterized by a highly heterogeneous vascular remodeling
process, with areas of marked vascular reduction contrasting
with adjacent non-ﬁbrotic and highly vascularized lung tissue
[10]. This may culminate in increased pulmonary vascular
resistance and irreversible pulmonary hypertension, now
recognized as one of the most ominous prognostic markers in
IPF.
Different cell populations that play a role in angiogenesis
have been isolated, but in humans only one population, called
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Ôendothelial colony-forming cellsÕ (ECFCs), have been shown
to possess all of the characteristics of true endothelial progen-
itors and to form neovessels in vivo. ECFCs develop after 2–
3 weeks in culture, and are candidate cells that may be of
importance during the vascular remodeling process.
Because of the strong involvement of TGF-b1 in IPF and
also its potential angiogenic properties, we hypothesized that
TGF-b1 may activate the functional activity of ECFCs in vitro
and induce new blood vessel formation in a mouse model of
extracellular matrix revascularization in vivo.
Patients and methods
Study population
Blood samples (citrated plasma obtained by centrifugation at
2300 · g for 10 min and immediately stored at ) 80 °C until
analysis) were collected in three pulmonology departments
from university hospitals of the Ile de France area (Avicenne,
Georges Pompidou and Bichat Hospitals). The control group
consisted of 13 males aged 60–70 years without any prior
cardiovascular, pulmonary or cancer history, andwhowere not
receiving any medications. Sixty-four consecutive patients with
IPF were enrolled from March 2008 to May 2010. The IPF
population consisted of 45 males and 19 females with a median
age of 71 years (range: 31–87 years). The patient and control
groups were matched by age although controls were exclusively
males. IPF patients belonged to a prospective, multicenter
French cohort of incident cases of IPF with a diagnosis based
on either surgical biopsy or a characteristic usual interstitial
pneumonia computed tomography scan pattern according to
the American Thoracic Society/European Respiratory Society
consensus criteria [11]. The ﬁrst imaging allowing the diagnosis
of IPF was required to date back to a maximum of 9 months
prior to inclusion. All demographic, comorbidity, clinical and
functional data were prospectively and serially recorded. The
study was approved by the institutional ethics committee of Ile
de France II (registry number 2006-108), and all patients and
controls provided signed informed consent (ClinicalTrials.gov
NCT01038700).
ELISAs
Plasma levels of TGF-b1 were measured with ELISA kits from
R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). Samples were
assayed before (to detect only the active forms) and after (to
detect the active and latent forms) acidiﬁcation, according to
the manufacturerÕs instructions.
In vivo Matrigel plug assay
Matrigel plugs (0.5 mL) were prepared on ice by mixing
Matrigel (BD Matrigel Matrix, BD Biosciences, Le Pont de
Clais, France) with phosphate-buffered saline (PBS) or
recombinant basic ﬁbroblast growth factor (bFGF)
(750 ng mL)1; Peprotech, Rocky EC, NJ, USA) in the
presence or absence of TGF-b1 (R&D systems). After 14 days,
the Matrigel plugs were dissected, lysed, and disrupted for
hemoglobin concentration measurement with DrabkinÕs re-
agent (Sigma, St Louis,MO,USA). For the histologic analysis,
intact Matrigel plugs were carefully exposed, ﬁxed, and
embedded in parafﬁn. Blood vessel inﬁltration in Matrigel
plugs was quantiﬁed by hematoxylin and eosin staining. Three
different sections of each plug were analyzed.
ECFC culture
Cord blood ECFCs obtained from consenting mothers with
normal-birthweight children were cultured in 5% fetal bovine
serum (FBS)-EGM2 (Lonza, Levallois-Perret, France), as
previously described [4,12]. When an ECFC colony became
microscopically visible, the cells were trypsinized and replated
in six-well plates, and then in T75 ﬂasks when conﬂuent. Cells
were characterized by ﬂow cytometry by using a FACScalibur,
as previously described [12,13].
Cell viability assay
The effect of TGF-b1 on ECFC viability was examined by
measuring cell phosphatase activity based on the release of
paranitrophenol (Sigma, St Louis, MO, USA) measured at
OD405 nm (Fluostar optima; BMG Labtech, Champigny-sur-
Marne, France) after 48 h of incubation. ECFCs were
activated in 5% FBS-EBM2 medium containing recombinant
TGF-b1 (1, 2 or 5 ng mL)1).
Wound healing assay
ECFCs were seeded on 0.2% gelatin-coated 12-well plastic
culture dishes. A ÔroundÕ scratch was formed on conﬂuent
ECFCs with a micropipette tip, and the medium was replaced
by EBM2 with or without TGF-b1. Cell migration over this
wound scratch was monitored by photographing at 0, 4, 8, 18
and 24 h. Wound area was measured with VIDEOMET software
version 5.4.0 (Microvision, Evry, France). Cell migration was
expressed as a percentage relative to the initial wound area.
Migration assays
BoydenChambers(Costar,Avon,France)with8-lm-poreﬁlters
were used for migration assays. The lower compartment of the
chamber was ﬁlled with EBM2 supplemented with 5 ng mL)1
recombinant TGF-b1 or 50 ng mL)1 recombinant vascular
endothelialgrowthfactor(VEGF)(R&DSystems).ECFCswere
harvested, resuspended in EBM2, and placed in the upper
compartment.Afterincubationat37 °Cfor5 h,cellsadheringto
the lower surface were ﬁxed, stainedwithGiemsa, and counted.
In vitro Matrigel tube formation assay
After 16 h of serum and growth factor privation, ECFCs
were treated with 1, 2 or 5 ng mL)1 TGF-b1. After 48 h,
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ECFCs (3 · 104 cells per well) were seeded on growth factor-
reduced Matrigel (200 lL) (BD Biosciences, Le Pont de
Clais, France) and cultured for 18 h at 37 °C in 5% CO2.
Capillary-like structures were identiﬁed with phase-contrast
microscopy, and networks formed by ECFCs were quantiﬁed
with VIDEOMET software version 5.4.0.
Real-time quantitative PCR (qPCR)
PCR was carried out in an ABI Prism 7900 Sequence
Detection System (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA),
with TaqMan Gene Expression Master Mix containing the
speciﬁc primers and the speciﬁc probe (Applied Biosystems), or
with SybrGreen Mix with the speciﬁc primers. Expression
levels of all genes were expressed relative to the glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) gene or to TBP, which
encodes the TATA box-binding protein.
Cells used for In vitro studies
Control human arterial smooth muscle cells (SMCs) were
kindly provided by S. Susen (Department of Hematology,
Centre Hospitalier Universitaire, Lille, France) [14]. Control
human pulmonary artery endothelial cells (HPAECs) were
provided by Cambrex (CC-2530). Control human umbilical
vein endothelial cells (HUVECs), control human colony-
forming unit endothelial cells (CFU-ECs) and mesenchymal
stem cells (MSCs) were cultivated and isolated as previously
described [12,15]. Control monocytes and whole blood mRNA
were isolated from healthy male volunteers aged 18–35 years,
as previously described [16].
ECFC transfection with TGF-b receptor short interfering RNA
(siRNA)
We used three different siRNAs to silence the gene expression
of TGF-b receptor type II (TGF-b RII) (sc-36657; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), ALK-1, and ALK-5
(LQ-005302 and LQ-003929; Dharmacon RNAi technologies,
Thermo Fisher Scientiﬁc, Lafayette, CO, USA). Each siRNA
was mixed with the Primefect reagent (Lonza, Levallois-Perret,
France) at 1 lM to obtain transfection complexes, which were
added to 2 · 105 ECFCs in complete EGM2 medium in six-
well plates. Control siRNA (Allstars negative control siRNA;
Qiagen, Cambridge, MA, USA) was used in parallel.
Statistical analysis
Data are shown as mean ± standard error of the mean.
Comparisons between plasma levels of TGF-b1 were analyzed
with the non-parametric Mann–Whitney U-test. Results for
in vitro experiments were analyzed by ANOVA followed by
FisherÕs protected least-signiﬁcant-difference test. All statistical
tests were performed with the STAT VIEW software package
(SAS, Cary, NC, USA). Differences with P-values of < 0.05
were considered to be signiﬁcant.
Results
TGF-b1 is increased in patients with IPF and induces Matrigel
plug angiogenesis
We evaluated plasma concentrations of active and total
TGF-b1 in patients with IPF and in controls. Total TGF-b1
levels were signiﬁcantly higher in patients with IPF than in
controls (5288 ± 419 and 1656 ± 269 pg mL)1, respec-
tively, P < 0.0001) (Fig. 1). No active form was detected
in plasma from controls or patients with IPF. No correla-
tion was found between TGF-b1 levels and any of the
relevant functional respiratory parameters (total lung capac-
ity, forced vital capacity, diffusing capacity of the lung for
carbon monoxide, or arterial oxygen tension). We hypoth-
esized that TGF-b1 may be implicated in the abnormal and
heterogeneous vascular remodeling that occurs in IPF. To
distinguish between the proangiogenic and antiangiogenic
effects of TGF-b1, we used the well-described Matrigel plug
assay model. Plugs with PBS or bFGF in the absence or
presence of TGF-b1 were implanted subcutaneously in C57/
Bl6 mice. The plugs were recovered after 14 days, and their
blood vessel content was analyzed. Figure 2A shows that
the presence of 20 ng mL)1 TGF-b1 was associated with
increased blood vessel formation. This effect was further
quantiﬁed by measuring the hemoglobin content of the
plugs, which was much higher in the presence of TGF-b1
than the hemoglobin content of plugs with PBS or bFGF
(P = 0.0001 and P = 0.0028, respectively) (Fig. 2B). To
conﬁrm that TGF-b1 induces the formation of blood
vessels, we quantiﬁed blood vessel ingrowth into the
Matrigel plugs (Fig. 2C,D). As shown in Fig. 2D, Matrigel
plugs with increasing TGF-b1 concentrations (1, 5, 10 and
20 ng mL)1) contained signiﬁcantly more blood vessels than
the Matrigel plugs with PBS or bFGF alone (median: 18.6,
16.04, 13.5 or 12.7 vessels mm)2 and 0 or 6.8 vessels mm)2,
respectively). Even though the plugs with the lower doses of
Fig. 1. Plasma levels of transforming growth factor-b1 (TGF-b1) were
increased in patients with idiopathic pulmonary ﬁbrosis (IPF)
(P < 0.0001 vs. controls).
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Fig. 2. Transforming growth factor-b1 (TGF-b1) is proangiogenic in vivo. TGF-b1 increased Matrigel plug vascularization in C57/Bl6/J wild-type mice.
(A) Matrigel plugs containing phosphate-buﬀered saline (PBS) (left panel), basic ﬁbroblast growth factor (bFGF) (middle panel) or bFGF with TGF-b1
(20 ng mL)1) (right panel) were implanted in C57/Bl6/J wild-type mice. (B) Hemoglobin was quantiﬁed by the Drabkin method in each plug. Values are
expressed as mean ± standard error of the mean; n = 5 per group (*P < 0.05; **P < 0.005). (C) Representative hematoxylin and eosin staining of
section of Matrigel plugs with PBS (left panel), bFGF (middle panel), and bFGF with TGF-b1 (20 ng.ml)1) (right panel). (D) Quantiﬁcation of blood
vessels inMatrigel plugs with PBS, bFGF alone, or bFGFwith 1, 5, 10 or 20 ng mL)1TGF-b1. Values are expressed as percentage of blood vessel number
per square millimeter as compared with the Matrigel plug with bFGF alone. Bars represent the mean ± standard deviation of three or four mice
(*P < 0.05; **P < 0.01).
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TGF-b1 appeared to contain more blood vessels, we did
not observe any signiﬁcant differences between the differ-
ent doses of TGF-b1 tested. Given this TGF-b1 proangi-
ogenic in vivo effect, we tested the effect of TGF-b1 on
ECFCs.
TGF-b1 enhances ECFC viability and migration in vitro
ECFCs have the cobblestone appearance typical of the
endothelial lineage, and express only endothelial markers, as
previously described [12,13,15,17] (Fig. 3A). We studied the
angiogenic effects of TGF-b1 on ECFCs. To study cell
viability, ECFCs were treated with three different concentra-
tions of recombinant TGF-b1 for 48 h. As shown in Fig. 3B,
TGF-b1 enhanced ECFC viability in a dose-responsivemanner
(P = 0.091,P = 0.019 andP = 0.016 for 1, 2 and 5 ng mL)1
TGF-b1, respectively).
We then performed a wound healing assay to study the
effect of TGF-b1 on ECFC migration. After the round
scratch was carried out, 1, 2 or 5 ng mL)1 TGF-b1 was
added to the medium, and wound area, reﬂecting cell
migration, was measured. We observed a signiﬁcant increase
in ECFC migration in the presence of 1, 2 or 5 ng mL)1
TGF-b1 at 24 h as compared with control (P = 0.0006,
P = 0.0005, and P = 0.001, respectively) (Fig. 3C). This
ﬁnding was conﬁrmed with a Boyden Chamber assay. As
compared with control, ECFCs in Boyden Chambers showed
increased migration towards TGF-b1 over a 5-h period
(P < 0.0001), which was similar to the migration observed in
response to VEGF (Fig. 3D). Finally, we examined the
effects of TGF-b1 on ECFC tube formation with an in vitro
Matrigel model. Treatment with three different concentra-
tions of TGF-b1 did not modify the capacity of ECFCs to
form branched structures and pseudotubes with enclosed
areas as compared with control (EBM2 medium without any
growth factors) (Fig. 4).
To determine whether TGF-b1 induced ECFC viability
and migration by stimulating commonly implicated proan-
giogenic or promigratory pathways, we determined the
mRNA expression of VEGF and stromal cell-derived factor-
1 (SDF-1), as well as their receptors, in ECFCs after
stimulation by TGF-b1. As shown in Table 1, TGF-b1
failed to stimulate gene expression of VEGF, SDF-1 or their
receptors – FLT-1 (fms-like tyrosine kinase, or VEGFR-1),
KDR (kinase-insert domain containing receptor, or VEG-
FR-2) and CXCR4 – in ECFCs. In addition, ECFC
stimulation by TGF-b1 did not modify the mRNA expres-
sion of the endothelial markers CDH5 or MCAM. The
mRNA expression of plasminogen activator inhibitor-1
(PAI-1), Id1, and COX2, used as positive controls, increased
in ECFCs after TGF-b1 stimulation [18].
Overall, TGF-b1 enhanced ECFC viability and migration,
but did not modify the capacity of these progenitor cells to
form capillary-like structures. Furthermore, these effects were
not mediated by alterations in either the VEGF or SDF-1
signaling pathways.
Role of TGF-b receptors in TGF-b1-induced ECFC viability
and migration
Real time qPCR showed that mRNAs of the three main
receptors of TGF-b (ALK-1, ALK-5, and TGF-b RII) were
expressed by cord blood-derived ECFCs and adult blood-
derived ECFCs, as well as by HUVECs, HPAECs, and MSCs
(Fig. 5A). CFU-ECs, monocytes, total blood cells and SMCs
expressed ALK-5 and TGF-b RII mRNA, but not ALK-1
mRNA. In order to determine the effects of the different TGF-
b receptors on ECFC viability and migration, we inhibited the
gene expression of ALK-1, ALK-5 and TGF-b RII in ECFCs
by using siRNAs. Figure 5B shows that ALK-1, ALK-5 and
TGF-b RII mRNA expression remained strongly inhibited in
ECFCs for 4 days following siRNA transfection. Transfected
ECFCs were stimulated with 5 ng mL)1 TGF-b1, which we
had previously identiﬁed as themost effective concentration for
inducing ECFC viability andmigration (Fig. 3).WhenALK-1,
ALK-5 or TGF-b RII expression was inhibited, TGF-b1 was
no longer able to promote ECFC viability (Fig. 5C) or ECFC
migration (Fig. 5D). Therefore, the three main TGF-b1
receptors, ALK-1, ALK-5, and TGF-b RII, are implicated in
TGF-b1-induced ECFC viability and migration.
Discussion
Of the TGF superfamily, TGF-b1 is the isoform most
commonly implicated in ﬁbrotic diseases, such as IPF [2]. As
TGF-b1 is involved in the development of IPF [9], we elected to
assess TGF-b1 levels in plasma from a large group of IPF
patients. We found that plasma levels of total TGF-b1 are
signiﬁcantly increased in IPF patients as compared with
controls. It has previously been reported that IPF patients
have high plasma levels of TGF-b1 as compared with a non-
age-matched control group [19,20]. To the best of our
knowledge, this is the ﬁrst time that plasma levels of TGF-b1
in IPF patients have been compared with those in an age-
matched control group. This is particularly important, as levels
of the TGF-b1 coreceptor endoglin have been found to be
inﬂuenced by aging [21]. One of the limitations of our cohort is
the chronic treatment received from the time of diagnosis and
at the blood draw (immunosuppressive treatment, statins,
vitamin K antagonists, antiplatelet agents, and angiotensin-
converting enzyme inhibitors). However, none of these agents
is associated with alterations in TGF-b1 plasma levels.
Moreover, we have not been able to detect the active form of
TGF-b1 in plasma from IPF patients, probably because levels
of the active form are below the detection limits of the ELISA.
The mechanisms leading to in vivo TGF-b1 activation remain
complex, involving interactions with integrins, shear forces,
and/or thrombospondin-1. These mechanisms might occur
mostly in tissue. As it was reported that high levels of the active
form of TGF-b1 were found in bronchoalveolar lavage ﬂuid
from IPF patients [22], we hypothesize that the latent form of
TGF-b1 found in plasma from IPF patients is activated in
tissue and, more particularly, in ﬁbrotic lungs. IPF is also
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Fig. 3. Transforming growth factor-b1 (TGF-b1) eﬀects on endothelial colony-forming cell (ECFC) viability and migration. (A) Characterization of
ECFCs by ﬂow cytometric analysis. The left panel represents surface expression of KDR (green line graph) and CD144 (blue line graph). The right panel
represents surface expression of CD14 (green line graph) and CD45 (blue line graph). The red line graph represents the control (IgG1). (B) Cell viability
assays were performed in 24-well plates with or without TGF-b1 at 1, 2 or 5 ng mL)1. After 48 h, non-adherent cells were washed oﬀ, and the number of
adherent cells was determined bymeasuring paranitrophenol (pNPP) release (OD405 nm). Each data point is the average of three wells, and each experiment
was performed at least three times (*P < 0.05). (C, D) ECFC migration was measured by wound healing and Boyden Chamber assays. (C) A round
wound scratch was made in a conﬂuent cell monolayer, and 1, 2 or 5 ng mL)1 TGF-b1 was added to the medium. Cell migration over this wound scratch
was monitored by photographing at 4, 8, 18 and 24 h, and wound area was measured at each time point. Cell migration was expressed as a percentage
relative to the initial wound area (*P < 0.05). (D) In a Boyden Chamber assay, ECFCs were placed in the upper compartment and allowed to migrate
towards TGF-b1 (5 ng mL)1) or vascular endothelial growth factor (VEGF) (50 ng mL)1) placed in the lower compartment. TGF-b1 and VEGF
increased ECFCmigration (*P < 0.0001). Data represent the percentage of migrating cells by comparison with control (EBM2 without growth factors in
the lower chamber). Bars represent the mean ± standard deviation of three independent experiments.
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characterized by a highly heterogeneous vascular remodeling
process that might involve endothelial progenitor cells (EPCs)
from bone marrow. Two different populations of EPCs have
been described [17], but ECFCs exhibit features that are most
typical of a true endothelial progenitor population. These cells
are able to form neovessels in vivo in preclinical models [4,23].
The fact that ECFCs from bone marrow may be responsible
for the vascular remodeling seen in IPF led us to investigate the
role of TGF-b1 in the context of these cells.
Here, we show that TGF-b1 has proangiogenic proprieties,
enhancing ECFC viability and migration in vitro and blood
vessel formation in a Matrigel plug assay in vivo. Previously,
several in vitro and in vivo studies have provided strong
evidence for the important role of TGF-b and BMP signaling
in vasculogenesis and angiogenesis [4,24], but contrasting
effects of TGF-b1 on angiogenesis have also been reported.
Some studies have shown that TGF-b1 inhibits proliferation
and migration of endothelial cells [5]; on the other hand, TGF-
b1 may promote angiogenesis via the stimulation of VEGF
expression in certain endothelial and tumor cell lines [7,8].
However, in our experimental conditions, TGF-b1 failed to
stimulate the gene expression of VEGF and SDF-1 or their
receptors in ECFCs. This is consistent with other reports that
ECFCs do not secrete VEGF [17], and we have not identiﬁed
any situation able to stimulate ECFCs to secrete detectable
amounts of VEGF. Therefore, it is likely that ECFCs
contribute mostly to neovasculogenesis in vivo by supplying
a sufﬁcient number of endothelial cells rather than via
paracrine effects [17]. Recently, it has been shown that ECFCs
are able to undergo an endothelial-to-mesenchymal transition
after stimulation by TGF-b1 for 21 days [25]. Our experimental
conditions, that is, 48 h of TGF-b1 stimulation, were not
designed to induce endothelial-to-mesenchymal transition, and
we did not observe any change in cell morphology. Further-
more, ECFC stimulation by TGF-b1 did not modify the
mRNA expression of CDH5 orMCAM,which are endothelial
markers (Table 1). In this study, we also demonstrated that
TGF-b RII and the two TGF-b1 type I receptors (ALK-5 and
ALK-1) are all necessary for TGF-b1-induced ECFC viability
andmigration. TGF-b1 induces its cellular effects by binding to
TGF-b RII, leading to the recruitment of one of its two type I
receptors, ALK-5 or ALK-1, in order to form an active
heteromeric complex [1]. TGF-b RII is essential for the
formation of an effective receptor, explaining why inhibition
of TGF-b RII with siRNA abolished the effect of TGF-b1 on
ECFC viability and migration. Both ALK-1 and ALK-5
induce different effects on various endothelial cells in vitro,
suggesting that the effect of TGF-b1 is context-dependent and
probably cell-dependent [8,26,27]. Mice deﬁcient for Tgfbr2,
Tgfbr1 orAlk1 exhibit vascular abnormalities and fragile blood
Fig. 4. Transforming growth factor-b1 (TGF-b1) eﬀect on endothelial
colony-forming cell (ECFC) tube formation. ECFCs were subjected to a
Matrigel tube formation assay for 18 h, with or without TGF-b1 at 1, 2 or
5 ng mL)1. Quantitative analysis of network length was determined with
VIDEOMET software (Microvision). The mean ± standard error of the
mean of three experiments are shown.
Table 1 Eﬀect of transforming growth factor-b1 (TGF-b1) on the mRNA
levels of angiogenic factors, endothelial markers and speciﬁc gene target
Fold increase after ECFC activation with TGF-J31
1 h 4 h 24 h
SDF-1 1.5 ± 0.3 0.8 ± 0.2 0.9 ± 0.2
CXCR4 1.2 ± 0.3 0.9 ± 0.4 1.0 ± 0.2
VEGF-A 0.9 ± 0.3 1.1 ± 0.7 1.0 ± 0.2
KDR 1.1 ± 0.1 1.1 ± 0.1 0.9 ± 0.2
FLT-1 1.1 ± 0.1 0.9 ± 0.1 1.2 ± 0.2
CDH5 1.2 ± 0.4 1.0 ± 0.1 1.0 ± 0.2
MCAM 1.2 ± 0.2 0.9 ± 0.02 1.0 ± 0.4
Idl 5.7 ± 4.4 1.6 ± 0.8 1.4 ± 0.3*
PAI-1 1.4 ± 0.3* 1.1 ± 0.3 2.5 ± 1.1
COX2 1.6 ± 0.1* 1.3 ± 0.6 0.9 ± 0.6
ECFC, endothelial colony-forming cell; PAI-1, plasminogen activator
inhibitor-1. ECFCs were stimulated with TGF-b1 (5 ng mL)1) for 1, 4
or 24 h after 16 h of serum and growth-factor privation. The mRNA
levels of SDF-1, CXCR4, KDR, FLT-1, CDH5 and MCAM were
measured by real-time qPCR (Taqman) and normalized to the glyc-
eraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) mRNA levels; the
mRNA levels of VEGF, PAI-1, Id1 and COX2 were measured by real-
time qPCR (SybrGreen) and normalized to the TBP mRNA level
(mean ± standard error of the mean, n = 3). Normalized mRNA
levels of stimulated cells were then compared with those of unstimu-
lated cells. *P < 0.05.
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vessels, leading to embryonic death. This consistent phenotype
across these differing murine models supports our ﬁnding that
all three TGF-b receptors are involved in vascular morpho-
genesis and endothelial cell function [24]. Endoglin is a TGF-b
type III auxiliary receptor that is not directly involved in
signaling, but that modulates signaling responses of multiple
members of the TGF-b family [28]. Because of its lack of an
enzymatic motif in its intracellular domain, endoglin is not able
to activate the Smad pathway, which is the pathway that is
most strongly implicated in mediating the actions of TGF-b1
on endothelial cells. As we wanted to investigate the direct
effects of the different TGF-b1 receptors, we did not evaluate
the role of this coreceptor. However, we note that previous
reports have indicated that endoglin may also inﬂuence
endothelial cells.
ECFCs have been described as the progenitor cell type that is
most capable of leading to blood vessel formation [29], and are
responsible for newly formed vessels after human cell injections
in mice and humans [4]. Recently, vessels derived from ECFCs
were shown to be able to reconnect to the host vasculature,
conﬁrming their true angiogenic potential [30]. In addition,
another recent study showed a strong correlation between
ECFC properties in vitro and their angiogenic capacity in a
Matrigel plug model [31]. Of relevance to our study, the ECFC
phenotype has not been described inmice, making it difﬁcult to
perform this work with murine cells. For this reason, ECFCs
Fig. 5. Inhibition of ALK-1, ALK-5 or transforming growth factor-b receptor type II (TGF-b RII) in endothelial colony-forming cells (ECFCs) inhibits
transforming growth factor-b1 (TGF-b1)-induced ECFC viability andmigration. (A) ALK-1, ALK-5 or TGF-b RII gene expression in ECFCs from adult
blood (AB) or cord blood (CB), human umbilical vein endothelial cells (HUVECs), human pulmonary artery endothelial cells (HPAECs), mesenchymal
stem cells (MSCs), smooth muscle cells (SMCs), monocytes, whole blood cells, and colony-forming unit endothelial cells (CFU-ECs). NE, not expressed.
(B) Quantitative analysis of ALK-1, ALK-5 or TGF-b RII mRNA by real time qPCR, after 24, 48, 72 and 96 h of ECFC transfection with control short
interfering (siRNA), ALK-1 siRNA, ALK-5 siRNA, or TGF-b RII siRNA. The mean ± standard error of the mean of three experiments are shown. (C)
Inhibition of ALK-1, ALK-5 or TGF-b RII in ECFCs abolished the eﬀect of TGF-b1 (5 ng mL)1) on ECFC viability, as measured by paranitrophenol
release. Each data point is the average of three wells, and each experiment was performed at least three times (*P < 0.05). (D) Inhibition of ALK-1, ALK-
5 or TGF-b RII in ECFCs decreased TGF-b1-induced ECFCmigration (5 ng mL)1) in a Boyden Chamber assay. Each data point is the average of three
wells, and each experiment was performed at least three times (*P < 0.05).
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have been less extensively evaluated in the literature over the
past decade, and comparisons between murine and human
ECFCs can only be made on the basis of vessel quantiﬁcation,
and not by directly evaluating ECFC numbers. Finally, no
speciﬁc ECFC marker has been identiﬁed, making it challeng-
ing to distinguish ECFC-derived vessels from vessels that may
have formed by other means. The Matrigel plug model has
been largely used as a matrix for the bioengineered vascular
network formation that occurs in vivo [29]. In the present
work, we showed that TGF-b1 enhances Matrigel plug
angiogenesis by increasing both the hemoglobin content and
new blood vessel formation.We did not observe any signiﬁcant
differences between the doses of TGF-b1 tested, even though
the plugs with the lower doses of TGF-b1 appeared to contain
marginally more blood vessels. It has been observed that lower
concentrations of TGF-b1 might be proangiogenic, whereas
high concentrations might be antiangiogenic. However, in our
in vitro experiments, 5 ng mL)1 TGF-b1 was more efﬁcient
than 1 ng mL)1, indicating that the effect of TGF-b1 on
angiogenesis may involve various factors. Moreover, TGF-b1-
induced angiogenesis has been shown to be modulated by
possible cooperation with additional factors, such as BMP9
[32]. As we described a high level of BMP expression in ECFCs
[4], we cannot exclude the possibility that additional effects
could interfere with the angiogenic response to TGF-b1.
IPF patients are characterized by restrictive lung physiol-
ogy, reduced gas exchange, and an inexorable clinical demise
[33]. The etiology of this devastating ﬁbrotic disease is
unknown, and therapeutic options are limited. Nevertheless,
across a spectrum of diseases, ﬁbrosis is most commonly
attributed to the TGF-b1 isoform, which contributes to the
formation of myoﬁbroblasts, the main source of matrix
proteins, through the activation of resident ﬁbroblasts and by
inducing epithelial-to-mesenchymal and endothelial-to-mesen-
chymal transitions [34,35]. Although TGF-b1 is known to be
of importance in ﬁbrosis, our data suggest an additional
EPC-modulatory action of TGF-b1. A pathobiological role
for EPCs in lung disease has previously been proposed [36],
but the mechanisms have remained elusive. As a key novel
ﬁnding, our results suggest that TGF-b1 may recruit
progenitor cells from bone marrow or lung and increase
their proliferation, thereby facilitating aberrant pulmonary
vascular remodeling.
In conclusion, our data suggest that the proﬁbrotic cytokine
TGF-b1 has a proangiogenic function, inducing the formation
of new blood vessels in aMatrigel plug assay and enhancing the
viability and migration of ECFCs. Together, these ﬁndings
suggest that TGF-b1 may play an important role in excessive
angiogenesis and/or pathologic vascular remodeling in ﬁbrotic
diseases via the recruitment and expansion of EPCs.
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L’artériopathie des membres inférieurs (AMI) est une pathologie athéromateuse dont le 
stade ultime est l’ischémie critique. Dans ce contexte, l’athérosclérose induit une occlusion 
de l’arbre artériel et une hypoxie tissulaire, déclenchant ainsi une angiogenèse réactionnelle, 
avec développement physiologique de vaisseaux collatéraux chez les patients atteints 
d’ischémie critique. Les progéniteurs endothéliaux pourraient jouer un rôle dans cette 
vascularisation post-ischémique. En effet, notre équipe a déjà montré qu’ils avaient une 
capacité de vasculogenèse post-natale in vivo puisque les néovaisseaux formés après 
injection de cellules mononucléées de moelle osseuse (BM-MNC), chez des patients atteints 
d’ischémie critique, avaient le phénotype d’ECFC 41. Ces ECFC, pourraient constituer un 
produit de thérapie cellulaire autologue intéressant dans ces pathologies. 
Notre but était de déterminer si un ou plusieurs facteurs modulant l’angiogenèse pouvaient 
se distinguer en tant que biomarqueur chez les patients artéritiques, et si ce potentiel 
biomarqueur modifierait la vasculogenèse post-natale induite par les progéniteurs 
endothéliaux. En effet, élucider ces questions permettrait de mieux comprendre le rôle des 
progéniteurs endothéliaux dans la physiopathologie de l’AMI, dans ce contexte de 
revascularisation post-ischémique.  
 
Dans un premier temps, nous avons donc mesuré les taux plasmatiques de facteurs 
modulant l’angiogenèse [Vascular endothelial Growth Factor (VEGF), Placental Growth 
Factor (PlGF), Thrombospondin-1 (TSP-1)] dans les plasmas de 184 patients artéritiques et de 
330 contrôles sains appariés pour l’âge (essai clinique PALLAS). En effet, des taux élevés de 
VEGF ont été décrits chez des patients artéritiques dans une précédente étude portant sur 
46 patients 629. Le PlGF quant à lui, pourrait également jouer un rôle déterminant dans 
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l’angiogenèse pathologique 185, 825. Par ailleurs, la TSP-1 anti-angiogène a été observée 
surexprimée dans des coupes histologiques de tissus ischémiques humains et murins 658, 659. 
Nous avons également analysé par immunohistochimie l’expression de la TSP-1 dans des 
coupes de tissus issues de pièces d’amputation de patients atteints d’ischémie critique, 
traités ou non par injection de BM-MNC, dans le cadre de l’essai clinique OPTIPEC. En effet, 
une néoangiogenèse en distalité a été observée dans ces pièces d’amputation 41, 258. 
Afin d’étudier le rôle fonctionnel de la TSP-1 dans des contextes de néoangiogenèse, nous 
avons utilisé 2 modèles in vivo. Le modèle d’implants de Matrigel®, sans ou avec 10 µg/mL 
de TSP-1 recombinante, a été réalisé chez la souris sauvage C57Black6/J vs chez la souris 
TSP-1 -/- ; la protéine TSP-1 recombinante a été testée en injections intramusculaires 
quotidiennes de 10 µg (5 jours au total) dans le modèle murin d’ischémie du membre 
inférieur (IMI) chez la souris C57Black6/J, ce modèle d’ischémie ayant déjà été étudié chez la 
souris TSP-1 -/- 658, rapportant que ces souris étaient cliniquement et histologiquement 
protégées contre la nécrose. 
Après avoir vérifié que les ECFC exprimaient au moins un des récepteurs à la TSP-1, le rôle 
fonctionnel de la TSP-1 dans la vasculogenèse post-natale médiée par les ECFC a ensuite été 
étudié. 
Pour cela nous avons procédé en évaluant l’effet de l’inhibition de la TSP-1 par ARN 
interférence (siRNA-TSP-1) dans les ECFC, in vitro (tests de prolifération, de formation de 
pseudotubes dans le Matrigel®, évaluation transcriptomique du VEGF, du SDF-1, de l’Ang-2 
et de leurs récepteurs, ainsi que de l’eNOS et de la TSP-2) et in vivo (injection d’ECFC 
transfectées avec le siRNA-TSP-1 dans le modèle d’IMI chez la souris Nude). 
Nous avons ensuite testé l’effet de la TSP-1 recombinante sur les propriétés angiogènes et 
adhésives des ECFC. La partie N-terminale de la TSP-1 ayant été décrite comme étant 
responsable des propriétés pro-angiogènes de la TSP-1, nous avons testé en parallèle le 
peptide A1 dérivé de la partie N-terminale de la TSP-1 826, 827. 
Enfin nous avons évalué l’effet in vitro de l’inhibition par ARN interférence du CD47 des ECFC 
(tests d’adhésion, de prolifération, de tubulogenèse), un des récepteurs de la TSP-1, puisque 
le CD36, récepteur de la partie N-terminale de la TSP-1, a été décrit comme absent des 
HUVEC 828, mais également des ECFC comme démontré dans ce travail. 
 
Il n’y a pas de différence significative pour les taux de VEGF et de PlGF entre le groupe de 
patients artéritiques et le groupe contrôle, alors que des taux significativement plus 
importants de TSP-1 sont retrouvés chez les artéritiques, corrélés de façon linéaire (après 
catégorisation en tertiles) avec le nombre de cas. Par ailleurs, les néovaisseaux formés en 
distalité chez les patients artéritiques contrôles de l’essai OPTIPEC, mais également chez 
ceux ayant été traités par injection locale de BM-MNC, expriment la TSP-1.  
La vascularisation des implants de Matrigel® est plus importante chez les souris TSP-1 -/- que 
chez les souris sauvages C57Bl6/J. Cependant, en présence de 10 µg/mL de TSP-1 
recombinante par implant de Matrigel®, cette vascularisation est significativement diminuée 
aussi bien chez les souris sauvages que chez les souris TSP-1 -/-, par rapport aux implants 
contrôles. 
Dans le modèle d’ischémie du membre inférieur chez la souris C57Bl6/J, les injections 
intramusculaires répétées de TSP-1 recombinante dans le membre ischémié diminuent sa 
revascularisation. 
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L’analyse par cytométrie en flux des ECFC confirme leur phénotype partiel « CD14-/CD45-
/CD146+/CD105+ », ainsi que la présence du récepteur CD47 mais l’absence du récepteur 
CD36. 
Lorsque la TSP-1 des ECFC est inhibé par un siRNA spécifique, leurs potentiels de 
prolifération et de formation de pseudotubes dans le Matrigel® sont augmentés. Cette 
inhibition par le siRNA-TSP-1 augmente l’expression dans les ECFC des ARN messagers du 
SDF-1 et de son récepteur le CXCR4, ainsi que l’expression protéique du CXCR4 évaluée par 
cytométrie en flux. L’augmentation du potentiel tubulogénique des ECFC transfectées avec 
le  siRNA-TSP-1 est annulée en présence de l’anticorps monoclonal 12G5 anti-CXCR4. 
Dans le modèle d’ischémie du membre inférieur chez la souris Nude, l’injection en IV d’ECFC 
transfectées avec le siRNA-TSP-1 augmente significativement la revascularisation du 
membre ischémié par rapport aux ECFC contrôles. 
L’exposition à la TSP-1 recombinante ou au peptide A1 augmente significativement le 
potentiel d’adhésion des ECFC, suggérant un mécanisme N-ter-dépendant. 
Contrairement à la TSP-1 recombinante, le peptide A1 n’a pas d’effet sur la prolifération et 
augmente significativement le potentiel tubulogénique des ECFC. L’effet anti-prolifératif de 
la TSP-1 pourrait être expliqué au moins en partie par un mécanisme pro-apoptotique, en 
accord avec l’augmentation de l’expression dans les ECFC des ARN messagers du Fas-L et de 
la p53 après stimulation par la TSP-1 recombinante. L’effet anti-tubulogénique de la TSP-1 
quant à lui, pourrait être expliqué par la diminution de l’expression dans les ECFC des ARN 
messagers du SDF-1 et du CXCR4 après stimulation par la TSP-1 recombinante. 
Les ECFC dont le CD47 est inhibé par le siRNA spécifique, ont le même phénotype au niveau 
prolifération et tubulogenèse que lors de l’inhibition de la TSP-1. 
 
Nos résultats suggèrent que la TSP-1 pourrait être un biomarqueur potentiel dans 
l’artériopathie des membres inférieurs ainsi que de la vasculogenèse induite par les ECFC. La 
modulation de la concentration de TSP-1 pourrait favoriser l’ischémie tissulaire locale dans 
ce contexte. 
 
Discussion et perspectives 
 
Le processus athérosclérotique à l’origine de l’AOMI est d’installation progressive et 
d’évolution relativement lente, ce qui aboutit à un état d’ischémie chronique pour les tissus 
périphériques à proximité du/des vaisseau(x) touché(s). L’hypoxie et l’inflammation 
résultantes notamment, constituent des signaux qui vont moduler l’angiogenèse locale et 
permettre la formation de vaisseaux collatéraux pouvant impliquer les ECFC. Comme évoqué 
dans le paragraphe 2.4., les médiateurs de l’inflammation qui ont été testés en clinique en 
tant que potentiel biomarqueur de l’AMI ne sont pas spécifiques de cette pathologie 
périphérique. Les protéines que nous avons choisies d’évaluer en tant que potentiel 
biomarqueur de l’AMI sont probablement impliquées dans le processus de 
néovascularisation post-ischémique dans l’AMI, et connues pour, ou susceptibles de 
moduler les propriétés angiogènes des ECFC. Elles ne seraient donc pas plus spécifiques de la 
pathologie, mais du processus de néoangiogenèse réactionnelle. 
Parmi les facteurs angiogènes que nous avons étudiés, seuls les taux plasmatiques de TSP-1 
sont significativement augmentés chez les patients artéritiques. Il existe de plus une relation 
linéaire entre les taux de TSP-1 et le nombre de cas d’AMI, alors qu’avec le VEGF ou le PlGF, 
seuls les 2 tertiles extrêmes sont associés avec un nombre de cas augmenté par rapport au 
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tertile médian. Après ajustement en fonction des facteurs de risque cardiovascuaires 
classiques, des traitements hypolipémiants et des taux de CRP, nous retrouvons la même 
corrélation entre les taux de TSP-1 et le nombre de cas d’AMI. Nous avons également évalué 
si certains paramètres cliniques constituant des facteurs de risque d’AMI influençaient les 
concentrations de VEGF, de PlGF et de TSP-1. Il existe une corrélation significative entre le 
taux de CRP et les taux de VEGF et de PlGF. De plus le taux de PlGF est corrélé avec l’âge, 
l’absence d’hypertension et l’absence de thérapeutique antiagrégante plaquettaire. De 
façon intéressante nous n’avons pas retrouvé de corrélation entre les paramètres cliniques 
évalués et les taux plasmatiques de TSP-1. Par ailleurs, il n’y a pas non plus de différence 
entre les taux plasmatiques de VEGF, de PlGF et de TSP-1 en fonction du degré de sévérité 
de la maladie. 
Ces taux plasmatiques augmentés de TSP-1, constituant donc le seul facteur corrélé de façon 
linéaire avec le nombre de cas d’AMI, pourraient être le résultat d’une surexpression par les 
tissus ischémiques 829. En effet, des coupes de tissus ischémiques montrent un marquage 
important en immunohistochimie pour la TSP-1 par rapport au muscle contrôle 659. Par 
ailleurs, l’augmentation des taux plasmatiques de TSP-1 chez les patients artéritiques 
pourrait être due à l’activation des plaquettes dans un contexte inflammatoire. En effet, les 
plaquettes constituent une source importante de TSP-1 qui y est stockée dans les granules a. 
Cette augmentation de TSP-1 circulante pourrait être corrélée à une aggravation de l’état 
clinique de ces patients artéritiques, étant donné l’efficacité des agents antiagrégants 
plaquettaires.  
En parallèle à l’analyse des taux plasmatiques, l’expression de la TSP-1 et du CD68 (afin de 
localiser les macrophages) a été explorée dans des pièces d’amputation de patients atteints 
d’ischémie critique, traités ou non par injection de BM-MNC dans le cadre de l’essai clinique 
OPTIPEC. A noter qu’une néoangiogenèse en distalité était observée chez les patients traités 
41, 258. L’expression de la TSP-1 a alors été retrouvée prédominante au niveau des CE et des 
macrophages, quelque soit le groupe de patients (traités ou non). Au vu de cette 
topographie similaire d’expression de la TSP-1 entre ces 2 groupes de patients, nous 
pouvons supposer un mécanisme autocrine in situ durant cette néoangiogenèse 
réactionnelle, plutôt qu’une augmentation d’expression de TSP-1 in situ due à l’apport de 
BM-MNC.  
La TSP-1 représenterait donc un potentiel biomarqueur dans l’AOMI, modulant 
l’angiogenèse, détectable dans le plasma des patients, et ayant un rôle possible dans la 
néoangiogenèse réactionnelle des patients atteints d’ischémie critique. 
Afin d’étudier le rôle de la TSP-1 dans les processus de néoangiogenèse, nous avons utilisé 
les modèles murins de Matrigel®-plugs et d’ischémie de la patte postérieure. Nous avons 
alors observé que la vascularisation des implants de Matrigel® à 14 jours de l’injection est 
plus importante chez les souris TSP-1 -/- que chez les souris sauvages C57Bl6/J, comme 
attesté par le dosage d’hémoglobine dans les implants. Parallèlement, en présence de 10 
µg/mL de TSP-1 recombinante par implant de Matrigel®, cette vascularisation est 
significativement diminuée aussi bien chez les souris sauvages que chez les souris TSP-1 -/-, 
par rapport aux implants contrôles. Dans le modèle d’ischémie du membre inférieur chez la 
souris C57Bl6/J, des injections intramusculaires quotidiennes répétées de TSP-1 
recombinante (sur 5 jours au total, 10 µg dans 20 µL par injection) après ischémie par double 
ligature/excision de l’artère et de la veine fémorales, induisent une diminution significative 
de la reperfusion du membre ischémié. Ces données traduisent que la TSP-1 exerce un effet 
inhibiteur sur l’angiogenèse dans ces 2 modèles in vivo. 
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Trois arguments majeurs nous ont ensuite conduits à étudier le rôle de la TSP-1 au niveau 
des propriétés angiogènes des EFCF : i) la vasculogenèse post-natale est médiée par les 
PEC 49 ; ii) les néovaisseaux formés expriment la TSP-1 658, 659 ; iii) les cellules retrouvées dans 
les néovaisseaux formés ont le phénotype d’ECFC 38, 41. Nous avons d’abord vérifié que les 
ECFC expriment des marqueurs endothéliaux comme le CD146, mais pas de marqueurs 
monocytiques comme le CD14 et le CD45. Par ailleurs, ces ECFC présentent une densité 
importante à leur surface du CD47, mais pas du CD36, deux récepteurs à la TSP-1. Au vu de 
nos résultats in vivo dans le modèle de Matrigel®-plugs chez la souris TSP-1-/-, et dans 
l’optique d’améliorer les propriétés angiogènes des ECFC, nous avons étudié dans un 
premier temps l’effet de l’inhibition de l’expression de la TSP-1 dans les ECFC. A cette fin, 
nous avons sélectionné un siRNA spécifique et vérifié qu’il inhibait au niveau 
transcriptomique et protéomique l’expression de la TSP-1, aussi bien dans les ECFC issues de 
sang de cordons que dans celles issues de sang périphérique adulte, mais aussi au niveau 
transcriptomique dans les HUVEC, pendant au moins 72 heures. Nous avons donc évalué les 
ECFC transfectées par ce siRNA-TSP-1, et observé qu’elles avaient une capacité proliférative 
augmentée (test au pNPP, et expression des ARNm du marqueur Ki67), ainsi qu’un potentiel 
de différenciation en pseudotubes dans le Matrigel® amélioré. 
Au vu de ces résultats in vitro sur les ECFC, nous avons décidé d’explorer un éventuel effet 
transcriptionnel de l’inhibition de l’expression de la TSP-1, afin d’identifier un mécanisme 
cellulaire à l’origine de l’effet pro-angiogène de cette inhibition. Nous avons donc quantifié 
l’expression des ARNm de différents facteurs angiogènes et de leurs récepteurs, comme le 
VEGFA, l’Ang-2, le SDF-1 et la eNOS, mais également de la TSP-2, dans les ECFC transfectées 
par le siRNA-TSP1. En effet, la TSP-1 et la TSP-2 sont très proches au niveau structure et 
fonction, quoique des effets contradictoires ont été rapportés dans un contexte post-
ischémique pour la TSP-2 706. Quarante-huit heures après la transfection par le siRNA-TSP-1, 
l’expression de la TSP-2 n’est pas modifiée. Les effets pro-angiogènes de cette inhibition sont 
donc attribuables à la modulation spécifique de l’expression de la TSP-1, sans effet « croisé » 
avec l’expression de la TSP-2. L’inhibition de la TSP-1 augmente de façon significative 
uniquement les taux d’ARNm du SDF-1 et du CXCR4, dans les ECFC issues de sang de cordons 
et de sang périphérique adulte, mais pas dans les HUVEC. En parallèle, nous observons une 
augmentation de l’expression protéique du CXCR4 en surface des ECFC issues de sang de 
cordons (CMF). Afin de démontrer que l’effet de l’inhibition de la TSP-1 était attribuable à la 
voie de signalisation SDF-1/CXCR4, nous avons utilisé l’anticorps monoclonal « 12G5 » 
reconnaissant un épitope dans la seconde boucle extracellulaire du CXCR4, cet anticorps 
ayant déjà révélé un effet anti-angiogène sur les ECFC 217. L’augmentation du potentiel 
tubulogénique des ECFC en Matrigel® par l’inhibition de la TSP-1 s’avère abolie en présence 
de l’anticorps 12G5. Ce résultat permet donc d’impliquer au moins cette voie SDF-1/CXCR4 
dans la modulation du potentiel de différenciation des ECFC lors de l’inhibition de la TSP-1. 
Du fait de l’augmentation du potentiel pro-angiogène in vitro due à l’inhibition de la TSP-1 
dans les ECFC, nous avons évalué ces ECFC transfectées dans le modèle d’ischémie du 
membre inférieur chez la souris Nude, 6 heures après la ligature. Sept jours après l’ischémie, 
les ECFC transfectées avec le siRNA-TSP-1 présentent un potentiel de revascularisation du 
membre ischémié augmenté. 
Après cet axe de travail où nous avons exploré l’effet de l’inhibition de l’expression de la 
TSP-1 dans les ECFC, nous avons testé l’effet direct de la TSP-1 recombinante, ainsi que celui 
du peptide A1 dérivant de la partie N-terminale de la TSP-1, sur les propriétés in vitro des 
ECFC. En effet, les propriétés pro-angiogènes de la TSP-1 ont été attribuées à sa partie N-
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terminale, mais le récepteur CD36 capable de lier la TSP-1 via sa partie N-terminale est 
absent des ECFC. Nos résultats in vivo décrivent un effet direct anti-angiogène de la TSP-1 
sur la revascularisation post-ischémique, qui pourrait donc s’exercer via le récepteur CD47 
qui est lui présent sur les ECFC. Il est donc apparu intéressant de comparer l’effet in vitro 
direct sur les ECFC de la TSP-1 recombinante à un éventuel effet du peptide A1 (absence 
d’effet attendu ou effet passant par une autre voie que le CD36). De façon intéressante, 
nous avons observé une importante augmentation de l’adhésion des ECFC, aussi bien avec la 
TSP-1 recombinante qu’avec le peptide A1, laissant supposer un mécanisme N-ter 
dépendant mais passant par une autre voie que celle du CD36. En effet, notre équipe a par la 
suite montré que la stimulation par le peptide A1 des propriétés adhésives des ECFC vis-à-vis 
des HUVEC, implique le syndecan-4 exprimé à la surface des ECFC 830. Par contre, le peptide 
A1 n’est pas capable de réduire les capacités proliférative et tubulogénique des ECFC 
contrairement à la TSP-1 recombinante, laissant supposer un mécanisme indépendant de la 
partie N-terminale de la TSP-1. Au contraire, le peptide A1 augmente la formation de 
pseudotubes dans le Matrigel® par les ECFC. L’inhibition des capacités prolifératives des 
ECFC par la TSP-1 pourrait être en rapport avec une augmentation des mécanismes 
apoptotiques, comme le montre l’augmentation des taux d’ARNm de Fas L et de p53 lorsque 
les ECFC sont exposées à la TSP-1 recombinante (1 et 10 µg/mL). La stimulation de ces 2 
voies de signalisation ayant déjà été proposée pour expliquer les propriétés anti-angiogènes 
et/ou anti-métastatiques de la TSP-1 831-833. L’inhibition de la tubulogenèse des ECFC par la 
TSP-1 quant à elle, pourrait être en rapport avec l’inhibition du système SDF-1/CXCR4, 
comme le montre la diminution des taux d’ARNm du SDF-1 et du CXCR4 lorsque les ECFC 
sont exposées à la TSP-1 recombinante (1 et 10 µg/mL). L’effet bimodal de la TSP-1 sur 
l’angiogenèse semble dépendre de la disponibilité de ses produits solubles de protéolyse 
(dont potentiellement le peptide A1), et du fait qu’ils soient sous forme libre dans le plasma 
ou liés aux protéines de la MEC et/ou aux protéoglycanes de type héparane sulfate 830. 
Pour confirmer que les effets de la TSP-1 sur les ECFC sont au moins en partie dus à la voie 
du CD47, nous avons évalué les propriétés angiogènes in vitro des ECFC après inhibition du 
CD47 par un siRNA spécifique. Nous avons d’abord vérifié par CMF que ce siRNA-CD47 
diminuait bien l’expression en surface du CD47 des ECFC. L’augmentation de l’adhésion des 
ECFC induite par la TSP-1 recombinante n’est pas modifiée par le siRNA-CD47. Par contre, 
nous avons observé la même augmentation de prolifération et de formation de pseudotubes 
en Matrigel® avec le siRNA-CD47 qu’avec le siRNA-TSP-1. 
Au total, la TSP-1 est donc capable d’augmenter les propriétés adhésives des ECFC, par sa 
partie N-terminale mais indépendamment du CD36, tout en diminuant leurs propriétés 
proliférative et tubulogénique, probablement par sa partie C-terminale liant le CD47 (effet 
bimodal de la TSP-1 sur l’angiogenèse). Ces 2 effets pourraient contribuer au phénotype 
vasculaire observé chez les patients artéritiques traités par injections de BM-MNC. 
Cependant, les propriétés adhésives de la TSP-1 ne sont pas suffisantes pour permettre aux 
ECFC de former des vaisseaux fonctionnels. En effet, chez les patients artéritiques recevant 
des BM-MNC, les structures vasculaires nouvellement formées sont désorganisées. Dans ce 
contexte, la TSP-1 contribuerait donc à aboutir à une néovascularisation inadéquate.  
L’amélioration des propriétés adhésives des ECFC par la TSP-1 pourrait être due à la TSP-1 
elle-même, agissant en tant que molécule adhésive, ou via la stimulation de l’expression de 
molécules d’adhésion (« Cell Adhesion Molecules », CAM) à la surface des ECFC, de façon 
analogue à l’endothélium inflammatoire 834. En effet, l’inflammation joue un rôle important 
en modulant l’expression et la redistribution des ces « CAM » au niveau de l’endothélium 
 141 
lésé, permettant ainsi le recrutement et l’adhésion des monocytes, phénomène clé dans le 
processus athérogénique, notamment dans l’AMI.  
De façon intéressante, chez nos 184 patients artéritiques de l’étude PALLAS, les taux 
plasmatiques du CD146 (MCAM, « Melanoma Cell Adhesion Molecules ») soluble (sCD146) 
sont significativement plus bas que chez les individus contrôles (données préliminaires) ; cela 
pourrait être la conséquence d’un engagement plus important du CD146 dans les jonctions 
intercellulaires, devenant alors moins accessible à la protéolyse. En effet, le CD146 est une 
molécule de jonction interendothéliale, impliquée dans la cohésion intercellulaire et la 
perméabilité. Nous avons également observé une plus forte expression du CD146 au niveau 
périvasculaire sur les biopsies de patients artéritiques ayant reçus des BM-MNC par rapport 
aux patients artéritiques témoins (données préliminaires), ce qui pourrait corroborer cette 
hypothèse. Cependant nous n’avons pas observé de corrélation statistique entre la 
diminution du taux plasmatique de sCD146 et l’augmentation du taux de TSP-1 chez les 
patients artéritiques, ni même entre les taux de sCD146 et ceux de VEGF ou PlGF (données 
préliminaires). Par contre il existe une corrélation inverse entre les taux de sCD146 et les 
taux de cholestérol HDL chez ces artéritiques. Nous avons également exploré l’expression du 
CD146 dans les ECFC transfectées avec le siRNA-TSP-1, sans retrouver de modifications 
significatives des taux d’ARNm de CD146, ni des taux de sCD146 dans les surnageants de 
culture de ces ECFC transfectées avec le siRNA-TSP-1 (données préliminaires). Cependant 
l’expression de la TSP-1 par les ECFC est significativement augmentée 3 jours après 
transfection par le siRNA-CD146 spécifique (données préliminaires). L’ensemble de ces 
données préliminaires laisse entrevoir un lien entre le CD146 et la TSP-1 au niveau des ECFC, 
une diminution du CD146 constituant un signal stimulant l’expression de la TSP-1 pour 
rétablir les propriétés adhésives des ECFC. Pour confirmer cette hypothèse il serait 
nécessaire d’analyser l’expression protéique de TSP-1 au niveau de lysats cellulaires d’ECFC 
transfectées avec le siRNA-CD146, ou le dosage de TSP-1 dans leur surnageant de culture. 
 





Thrombospondin-1 Is a Plasmatic Marker of Peripheral
Arterial Disease That Modulates Endothelial Progenitor Cell
Angiogenic Properties
David M. Smadja, Cle´ment d’Audigier, Ivan Bie`che, Sole`ne Evrard, Laetitia Mauge,
Juliana-Vieira Dias, Julien Labreuche, Ingrid Laurendeau, Be´renge`re Marsac, Blandine Dizier,
Orianne Wagner-Ballon, Catherine Boisson-Vidal, Veroˆnica Morandi, Jean-Paul Duong-Van-Huyen,
Patrick Bruneval, Franc¸oise Dignat-George, Joseph Emmerich, Pascale Gaussem
Objective—We examined whether plasma levels of angiogenic factors are altered in plasma of patients with peripheral
arterial disease (PAD) and whether these factors affect endothelial progenitor cell–induced angiogenesis.
Methods and Results—Plasma was collected from 184 patients with PAD and 330 age-matched healthy controls. Vascular
endothelial growth factor and placental growth factor concentrations did not differ between the groups, whereas we
found a linear correlation between PAD disease and thrombospondin (TSP)-1 plasma level. TSP-1 was expressed in
newly formed vessels in PAD patients having received local injections of bone marrow mononuclear cells. To analyze
the functional role of TSP-1 during neoangiogenesis, we used a Matrigel-plug assay and showed that vascularization of
implanted Matrigel-plugs was increased in TSP-12/2 mice. Moreover, injections of TSP-1 in C57Bl6/J mice after
hindlimb ischemia induced a significant decrease of blood flow recovery. To investigate the effects of TSP-1 on human
endothelial colony-forming cell (ECFC) angiogenic potential, recombinant human TSP-1 and a small interfering RNA
were used. In vitro, TSP-1 N-terminal part significantly enhanced ECFC adhesion, whereas recombinant human TSP-1
had a negative effect on ECFC angiogenic potential. This effect, mediated by CD47 binding, modulated stromal
cell–derived factor 1/CXC chemokine receptor 4 pathway.
Conclusion—TSP-1 is a potential biomarker of PAD and ECFC-induced angiogenesis, suggesting that TSP-1 modulation
might improve local tissue ischemia in this setting. (Clinical trial registration: NCT00377897.) (Arterioscler Thromb
Vasc Biol. 2011;31:551-559.)
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Peripheral arterial disease (PAD), characterized by athero-sclerosis of the lower extremities, affects up to 15% of
people older than 55 years.1 The main clinical manifestations
of PAD are intermittent claudication and critical limb ische-
mia (CLI). Intermittent claudication is characterized by re-
producible pain on exertion that is relieved by rest. CLI is the
most severe form of PAD and is characterized by the inability
of arterial blood flow to meet the metabolic demands of
resting muscle or tissue, resulting in rest pain and/or tissue
necrosis and frequently necessitating amputation. Currently,
PAD diagnosis is based on the ankle–brachial systolic pres-
sure index (ABI), but the ABI is a poor marker of PAD
severity. There are no other reliable diagnostic tests for PAD,
and new biomarkers would therefore be useful.
Atherosclerosis induces occlusion of the arterial tree and
tissue hypoxia, which is a strong stimulus for angiogenesis.
Collateral vessels develop physiologically in patients with
CLI, mainly driven by an enhanced angiogenic response.2
However, the capacity of this compensatory mechanism is
rapidly exceeded, and normal flow is not restored. Autolo-
gous endothelial progenitor cells (EPCs) are candidates for
angiogenic therapy. Because of their scarcity in human
samples, EPCs have been characterized by culture methods.
At least 2 populations of EPCs have been described.3 “Early”
EPCs appear within 4 to 7 days of culture, whereas “late”
EPCs, also called endothelial colony-forming cells (ECFCs),4,5
develop after 2 to 3 weeks and have the characteristics of
precursor cells committed to the endothelial lineage. We have
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previously shown, in amputation specimens from patients
with CLI who had received local therapeutic injections of
bone marrow mononuclear cells (BM-MNCs), that endothe-
lial cells from newly formed vessels have an ECFC pheno-
type.6 This is in keeping with results obtained with preclinical
models showing that ECFCs are the cell type responsible for
blood vessel formation.5
A number of angiogenic growth factors may modulate
vascular growth and EPC angiogenic potential during PAD.
Vascular endothelial growth factor (VEGF) is probably one
of the most important proangiogenic factors.7,8 Elevated
VEGF plasma levels were found in a study of 46 PAD
patients.9 Placental growth factor (PlGF), which is not re-
quired for normal embryonic vascular development, could
also play a critical role in pathological angiogenesis.10 Anti-
angiogenic factors could likewise be involved in PAD.
Thrombospondin (TSP)-1 has been found to be overex-
pressed in histological sections of human and mouse ischemic
leg tissues.11,12 However, plasma TSP-1 levels have not yet
been measured in PAD patients.
Here, we compared concentrations of the circulating
angiogenesis-related factors VEGF, PlGF, and TSP-1 in 184
PAD patients enrolled in the PALLAS clinical study13–15 and in
330 paired healthy controls. Because TSP-1 levels were higher
in the patients than in the controls, we further investigated the
effect of TSP-1 on the ECFC angiogenic properties.
Methods
Study Population for Plasma Concentrations of
VEGF, PlGF, and TSP-1
PAD patients (n5184) were enrolled in our vascular medicine
department over a 2-year period. Patients were eligible if they were
white men younger than 70 years with symptomatic atherosclerotic
disease of the lower limbs and an ankle–brachial systolic pressure
index (ABI) ,0.90, or a history of surgical or endovascular
revascularization, as previously reported.13–15 Age-matched control
subjects (n5330) with no history of arterial disease were randomly
selected as described previously.16
Local Injection of BM-MNCs in PAD Patients
With CLI
The OPTIPEC clinical trial was a phase I nonrandomized study.
Briefly, patients were eligible for the protocol if they had CLI
associated with limited gangrene or a nonhealing ischemic ulcer and
if they were not eligible for surgical revascularization or percutane-
ous angioplasty, or if such a procedure had little chance of success.
The cell therapy protocol was similar to that initially published by
Tateishi-Yuyama et al.17
ELISA Assays, ECFC Culture, In Vitro
Angiogenesis Assays, In Vivo Matrigel-Plug Assay,
and Hindlimb Ischemia Model
Experiments are described in detail in the online Data Supplement at
http://atvb.ahajournals.org.
Results
Angiogenic-Related Factors in PAD
The baseline demographic and clinical characteristics of the
study population are described elsewhere.13–15 Briefly, smoking,
hypertension, diabetes, serum lipids, lipid-lower therapy, and
glucose level were significantly different between patients with
PAD (n5184) and controls (n5330) (Table I in the online Data
Supplement).
Plasma concentrations of VEGF, PlGF, and TSP-1 were
determined in patients and controls. VEGF and PlGF levels did
not significantly differ between cases and controls (Figure 1A
and 1B), whereas TSP-1 levels were significantly higher in PAD
patients (Figure 1C; P,0.0001). After categorization in tertiles
of plasma levels of VEGF, PlGF, and TSP-1, we found a
U-shaped relationship between PAD and VEGF or PlGF plas-
matic levels (supplemental Table II). Indeed, we found that
upper and lowest tertiles were associated with disease. Concern-
ing TSP-1, we found a linear correlation between occurrence of
PAD disease and TSP-1 plasma level. Similar results were found
after adjustment for common PAD risk factors (hypertension,
hypercholesterolemia, diabetes, and smoking status), lipid-
lowering treatment, and C-reactive protein. We next assessed
whether common PAD risk factors affected VEGF, PlGF, and
TSP-1 concentration. VEGF and PlGF significantly correlated
with C-reactive protein. In addition, PlGF correlated with age,
hypertension, and antiplatelet therapy. TSP-1 plasmatic levels
were not associated with clinical parameters (supplemental
Table III). Whereas TSP-1 levels were associated with the
occurrence of PAD, we found no significant difference in
plasma levels of VEGF, PlGF, and TSP-1 according to disease
severity (supplemental Table IV).
Figure 1. Plasmatic levels of TSP-1 are increased in patients
with peripheral arterial disease. No signiﬁcant difference in plas-
matic levels of VEGF (A) or PlGF (B) was found between PAD
patients and age-matched controls (n5330). PAD patients had
higher TSP-1 levels (C) than controls.
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Taken together, these results suggest that TSP-1 plasma
level is the only angiogenic factor among those tested that is
linearly associated to PAD.
TSP-1 Is Expressed by Endothelial Cells in
Critical Leg Ischemia Patients and in Newly
Formed Vessels After BM-MNC Therapy
TSP-1 expression was explored in distal tissues from amputated
patients with CLI and also in patients treated with BM-MNCs
for CLI in the OPTIPEC trial, in whom extensive neoangiogen-
esis was observed in distal tissues.2,6 We performed serial
sections of paraffin blocks prepared from patients who had
amputation. Then, immunostaining for CD68 and TSP-1 was
realized. TSP-1 was predominantly expressed in endothelial
cells and macrophages regardless of the patient group, treated or
not by the cell therapy product (Figure 2).
TSP-1 Negatively Regulates Angiogenesis in
Matrigel-Plug and Hindlimb Ischemia Models
To analyze the functional role of TSP-1 during neoangiogen-
esis, we used a Matrigel-plug assay in TSP-12/2 mice. Basic
fibroblast growth factor–containing plugs were implanted
subcutaneously in TSP-12/2 and C57Black6/J wild-type mice
for 14 days. Plugs from TSP-12/2 animals (Figure 3A) had a
higher blood vessel content than those from wild-type ani-
mals (Figure 3A). This was further confirmed by measuring
the hemoglobin content of the plugs (Figure 3B; *P50.01).
We have also determined the effect of 10 mg/mL TSP-1
added to the plugs implanted in wild-type and in TSP-12/2
mice. Figure 3C and 3D shows that TSP-1 induced a strong
decrease in plug vascularization in both wild-type and TSP-
12/2 mice (*P50.017 and *P50.016 respectively).
The hindlimb ischemia model in TSP-12/2 mice has been
previously reported by Brechot et al,12 who found that
TSP-12/2 mice were clinically and histologically protected
from necrosis compared to wild-type controls. Tissue protec-
tion was associated with increased postischemic angiogenesis
and muscle regeneration. In the present work, we have
explored the effects of recombinant human TSP-1 in the
model of hindlimb ischemia induced in C57Bl6/J mice by
femoral artery and vein excision. As shown in Figure 3E and
3F, intramuscular injections of recombinant human TSP-1
induced a significant decrease in blood flow recovery 14 days
after surgery (*P50.04).
TSP-1 Inhibition in ECFCs Induces a
Proangiogenic Phenotype In Vitro and In Vivo
Because postnatal vasculogenesis is thought to involve
EPCs,8 and given the expression of TSP-1 found in newly
formed vessels in human, we further explored whether TSP-1
inhibition was able to modulate ECFC angiogenic potential.
We focused on ECFCs because this cell type is currently
proposed as the cell type at the origin of newly formed
vessels.5,6 ECFCs express endothelial markers such as
CD146, but they do not express leuko-monocytic markers
such as CD14 and CD45. We found that ECFCs expressed a
high surface density of the TSP receptor CD47, whereas no
expression of CD36 was observed (supplemental Figure I).
We verified that TSP-1 mRNA and protein expression remained
strongly inhibited by the specific small interfering (si)RNA during
the days following transfection in cord and adult blood ECFCs
(supplemental Figures II and IV). We then explored the effect of
TSP-1 inhibition on the angiogenic properties of ECFCs in vitro.
TSP-1 inhibition induced a strong increase in ECFC proliferation
(Figure 4A; P,0.0001), associated with a 4-fold increase in the
gene expression of the nuclear proliferation marker Ki67 (Figure
4B; P50.03). TSP-1 inhibition also induced ECFCs to adopt a
proangiogenic phenotype, as reflected by enhanced pseudotube
formation in Matrigel (Figure 4C).
TSP-1 Inhibition in ECFCs Upregulates Stromal
Cell–Derived Factor 1/CXC Chemokine Receptor
4 Pathway
To examine the possible transcriptional effect of TSP-1 inhibi-
tion, we used real time–quantitative polymerase chain reaction
to measure mRNA levels of several angiogenic factors and their
receptors, including VEGFA, angiopoietin-2, stromal cell–de-
rived factor (SDF)-1, and endothelial nitric oxide synthase. We
also verified that TSP-1 inhibition did not modify TSP-2
expression. After 48 hours of transfection, TSP-1 inhibition
resulted in a significant 2-fold increase in SDF-1 mRNA and a
4-fold increase in its receptor CXC chemokine receptor
(CXCR)-4 mRNA (Figure 4D). Increased ECFC surface expres-
sion of CXCR4 was shown by flow cytometry (supplemental
Figure III). This upregulation, first observed in cord blood–
derived ECFCs, was also found in adult blood ECFCs, but not in
human umbilical vein endothelial cells (supplemental Figure
IVC). To explain the effect of TSP-1 inhibition on ECFC
differentiation in pseudotubes and to explore the potential
involvement of the SDF-1/CXCR4 pathway, we used 12G5, a
monoclonal antibody recognizing an epitope located in the
second extracellular loop of CXCR4 that we had previously used
to reduce the angiogenic potential of ECFCs related to the
Figure 2. TSP-1 are expressed in newly formed vessels after
cell therapy product in peripheral arterial disease. TSP-1 was
expressed by endothelial cells (black arrows) and macrophages
(black arrowheads) in amputation specimens from CLI patients
treated (C) and untreated (A) with local injections of BM-MNCs.
Scale bar550 mm. Macrophage CD68-positive cells are shown
in serial sections of amputation specimens from CLI patients
treated (D) and untreated (B) with local injections of BM-MNCs.
Scale bar550 mm.
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SDF-1/CXCR4 pathway.18 The increase in Matrigel tube forma-
tion induced by TSP-1 inhibition was abrogated by monoclonal
antibody 12G5 (P50.0007; Figure 4E). Finally, we tested
TSP-1–inhibited ECFCs in a nude mouse model of hindlimb
ischemia. ECFCs transfected with TSP-1 siRNA or control
siRNA were intravenously injected into nude mice, 6 hours after
femoral artery ligature. On day 7, foot perfusion was improved
significantly more by TSP-1–inhibited ECFCs than by control
ECFCs (P50.03; Figure 4F).
TSP-1 N-Terminus Mediates ECFC Adhesion
We chose to test the effect of recombinant human TSP-1 on
ECFC angiogenic properties. In keeping with reports that
TSP-1 acts as an adhesion molecule, ECFC adhesion was
significantly enhanced by recombinant human TSP-1 (Figure
5A). TSP-1 N-terminus has been described to be responsible
for proangiogenic function of TSP-1. We thus compared the
effect of TSP-1 to that of A1 peptide (TSP Hep I), a short
peptide derived from the N-terminal part of TSP-1.19,20 A1
peptide induced a strong increase in ECFC adhesion, similar
to that observed with TSP-1 (Figure 5A).
TSP-1 Decreases ECFC Proliferation
and Pseudotube Formation by an
N-Terminal–Independent Mechanism
To examine TSP-1–proliferative effect, ECFCs were plated in
the presence or in the absence of precoated TSP-1 or A1
peptide. As shown in Figure 5B, TSP-1 significantly reduced
ECFC proliferation, whereas no effect was observed with A1
peptide. TSP-1 inhibitory effect on proliferation could be
explained in part by an increase of apoptosis, as reflected by
a significant increase in proapoptotic protein p53 and FasL
transcription after TSP-1 incubation (supplemental Figure V).
The upregulation of these 2 pathways was previously pro-
posed to explain antiangiogenic and/or antimetastatic proper-
ties of TSP-1.21–23 In an in vitro Matrigel model, an increase
in pseudotube formation was observed with A1 peptide
(Figure 5C and supplemental Figure VII), whereas TSP-1
significantly inhibited ECFC organization into branched
structures and pseudotubes. This effect was further attributed
to a downregulation of SDF-1 and CXCR4 (supplemental
Figure VI).
Figure 3. TSP-1 modiﬁes Matrigel-plug vascularization in TSP-1 knockout mice and in wild-type mice. A, Matrigel-plugs containing
basic ﬁbroblast growth factor 750 ng/mL implanted in C57/Bl6/J wild-type mice and TSP-1 2/2 mice. B, Hemoglobin quantiﬁcation with
the Drabkin method in Matrigel-plugs implanted in C57/Bl6/J wild-type and TSP-12/2 mice. Values are expressed as means6SEM;
n510 per group. C, Hemoglobin quantiﬁcation in C57/Bl6/J wild-type mice, with and without additional recombinant TSP-1 at 10
mg/mL in the plugs. Values are expressed as means6SEM; n510 per group. D, Hemoglobin quantiﬁcation in Matrigel-plus implanted in
C57/B16/J TSP-12/2 mice, with and without additional recombinant TSP-1 at 10 mg/mL in the plugs. Values are expressed as
means6SEM; n510 per group. E, Laser Doppler perfusion imaging at day 14 in the C57Bl6/J mouse hindlimb ischemia model. Left,
Mouse receiving 20 mL of PBS per day by intramuscular injections during 5 days. Right, Mouse receiving 10 mg of recombinant human
TSP-1 per day, in 20-mL intramuscular injections, during 5 days. F, Perfusion ratio means for the C57Bl6/J mouse hindlimb ischemia
model. P50.04; n510 for each group.
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CD47 Inhibition in ECFCs Induces the Same
Proangiogenic Phenotype As TSP-1 Inhibition
The differences observed between TSP-1 pro- and antiangio-
genic properties are probably the result of an imbalance
between the proadhesive effect of the TSP-1 N-terminal part
and another mechanism involving TSP-1 receptors. Because
CD36 was not found on ECFCs, such as described previously
in human umbilical vein endothelial cells (supplemental
Figure 4. Inhibition of TSP-1 in ECFCs increases their angiogenic potential in vitro and in vivo. A, Inhibition of TSP-1 with siRNA pro-
motes ECFC proliferation. The effect of TSP-1 siRNA on ECFC proliferation was evaluated by measuring the release of the paranitro-
phenol (pNP) (optical density [OD] at 405 nm) in EBM2 medium containing 5% FBS (mean6SEM) (P,0.001). B, Quantitative analysis of
the proliferative nuclear antigen Ki67 mRNA by real time–quantitative polymerase chain reaction, after 72 hours of transfection with
control siRNA (AllStars Negative Control; Qiagen) or TSP-1 siRNA (Santa Cruz Biotechnology). The mean and SEM of 3 experiments
are shown (P50.03). C, siRNA-transfected ECFCs (33104) were seeded on Matrigel, and tube formation was measured by phase-
contrast microscopy. D, Effect of TSP-1 inhibition with siRNA on the mRNA levels of VEGF, angiopoietin-2, and SDF-1 and their recep-
tors. Values are expressed as means6SEM and are the result of 3 independent experiments. E, Inhibition of pseudotube formation in
response to TSP-1 inhibition with siRNA in ECFCs by monoclonal antibody 12G5. The mean and SEM of 3 experiments are shown.
Quantitative analysis of network length was determined with Videomet software (Microvision). Values are expressed as means6SEM
and are the result of 3 independent experiments. F, Inhibition of TSP-1 in ECFCs increases their proangiogenic potential in hindlimb
ischemia. Representative photomicrographs and quantitative evaluation of foot perfusion in mice injected with PBS or control siRNA–
or TSP-1 siRNA–transfected ECFCs. Values are means6SEM; n510 per group.
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Figure I),24 we inhibited CD47 gene expression in ECFCs.
CD47 protein expression is strongly inhibited by the CD47
siRNA (Figure 6A). We explored the effect of CD47 inhibi-
tion on the angiogenic properties of ECFCs in vitro. ECFC
adhesion was not modified by recombinant human TSP-1
between control siRNA– and CD47 siRNA–transfected
ECFCs (Figure 6B). However, as for TSP-1 inhibition, CD47
siRNA induced a significant increase in ECFC proliferation
(Figure 6C; P,0.0001) and pseudotube formation (Figure 6D
and 6E; P,0.0001).
Discussion
Our findings suggest that the balance between angiogenic and
antiangiogenic factors are altered in peripheral artery disease
and that TSP-1 is associated with a loss of EPC angiogenic
potential.
Plasma concentrations of TSP-1 in 184 patients with PAD
were significantly higher than in controls, and we found a linear
correlation along the different tertiles between PAD and TSP-1
plasma level. The increased TSP-1 plasma concentrations ob-
served here may reflect an overexpression by ischemic tissues,
as previously reported for cultured endothelial cells subjected to
hypoxia.25 In line with this hypothesis, Favier et al previously
showed by in situ hybridization an absence of TSP-1 labeling in
control muscles by comparison to ischemic tissues of PAD
patients and an intense TSP-1 labeling in the ischemic samples.11
Moreover, we found that newly formed vessels in patients
treated with BM-MNCs were positive for TSP-1, pointing to an
autocrine in situ effect during neoangiogenesis. However, it
would be overstated to give any further conclusion about the role
of TSP-1 in vessel function. Our aim was to discover an
angiogenic biomarker potentially detectable in PAD patient
plasma and to correlate it with the neoangiogenesis process in
patients treated with a cell therapy product. One explanation is
that treated patients who had to receive amputations had a
neoangiogenic process inefficient to allow the vessel salvage. In
this case, TSP-1 expression could represent a signal to prevent
neoangiogenesis.
TSP-1 and TSP-2 are very similar structurally and func-
tionally; both have been implicated as inhibitors of angiogen-
esis, endothelial cell survival, and endothelial cell migra-
tion.26 Loss of TSP-1 or TSP-2 during embryonic
development is not lethal but results in increased vascular
density.27,28 Double knockout for TSP-1 and -2 were shown
to modulate proangiogenic activity of thrombopoietic cells.29
However, because of contradictive results about TSP-2 im-
plication in ischemic injury response, we focused our work on
TSP-1.30 TSP-1 is a heterogeneous molecule in terms of its
cellular origin and functions, different parts of the molecule
showing either pro- or antiangiogenic properties. Platelets
may be an important source of circulating TSP-1 in PAD
patients. Indeed, TSP-1 is stored in a-granules and is released
during platelet activation, an important phenomenon in PAD
underlined by the efficacy of antiplatelet agents in this
setting. During various pathological situations, and according
to thrombin concentration level, platelets have been shown to
release either their a-granule–containing angiogenic factors
or those containing antiangiogenic molecules31 or soluble
CD40 ligand.32 Moreover, activated platelets33,34 or their
Figure 5. Recombinant human TSP-1 increases ECFC adhesion
by its N-terminal extremity. A, Adhesion assays were performed
in 24-well polystyrene plates (Becton-Dickinson) with or without
recombinant TSP-1 or A1 peptide at 10 mg/mL. After incubation
for 20 minutes, nonadherent cells were discarded, and the num-
ber of adherent cells was determined measuring the release of
pNP (OD at 405 nm). Each data point is the average of 3 wells,
and each experiment was performed at least 3 times. B, Prolif-
eration assays were performed in 24-well plates with or without
TSP-1 or A1 peptide at 10 mg/mL. After 72 hours, nonadherent
cells were washed off, and the number of adherent cells was
determined by measuring the release of pNP (OD at 405 nm).
Each data point is the average of 3 wells, and each experiment
was performed at least 3 times. C, ECFCs are plated in an
18-hour Matrigel tubule-formation assay, with or without TSP-1
or A1 peptide at 10 mg/mL. Quantitative analysis of network
length was determined with Videomet software (Microvision).
The mean and SEM of 3 experiments are shown.
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derived microparticles35 have been shown to promote recruit-
ment, differentiation, and/or angiogenic potential of progen-
itor cells, including also transfer of membrane receptors such
as CXCR4.35 The role of TSP-1 in CLI has been explored in
TSP-1 knockout mice, in which macrophages infiltrating
ischemic tissues were found to have a less proinflammatory
phenotype than those in wild-type mice. TSP-1 knockout led
to enhanced tissue regeneration and prevented necrosis.12
We investigated in vitro and in vivo the effect of TSP-1 on
the angiogenic properties of cultured ECFCs, cells known to
be involved in neoangiogenesis process. Interestingly, we
found that TSP-1 had a double-edged effect on ECFCs,
enhancing ECFC adhesion probably mediated by its
N-terminal part, while reducing their proliferation and differ-
entiation in pseudotubes, probably a consequence of TSP-1
binding to CD47. These 2 effects could contribute to the
vessel phenotype in patients treated with BM-MNCs. TSP-1
is expressed in PAD ischemic tissues, to which it is thought
to attract progenitor cells. Indeed, TSP-1 enhances the ex-
pression of adhesion molecules,36 and can also act via
proteoglycans. TSP-1 also binds to CD36 and/or CD47, that
have important roles in cell migration, proliferation or apo-
ptosis.37 It has also been suggested that TSP-1 blocks the
activation of matrix metalloproteinases such as matrix met-
alloproteinase 9, and thereby prevents the release of VEGF
protein from extracellular stores.38 ECFCs were negative for
CD36, whereas a strong expression of CD47 was observed.
CD47 inhibition in ECFCs gave the same proangiogenic
phenotype than TSP-1 inhibition. These results are in line
with those from several studies that propose CD47 as a target
to improve ischemia caused by aging or PAD.37
However, adhesive properties of TSP-1 did not allow EPCs
to form viable and normal vessels in patients with CLI who
had received BM-MNCs. Indeed, newly formed vessels
showed disorganized structures. In diabetic mice, TSP-1
mRNA expression by EPCs is significantly upregulated,
whereas EPC angiogenic properties are downregulated in
vitro and in vivo.39 We found that TSP-1 inhibition enhanced
the ECFC angiogenic potential both in vitro and in vivo and
that increased differentiation in pseudotubes could be attrib-
uted to SDF-1/CXCR4 pathway upregulation. In line with
these observations, we show that vascularization of implanted
Matrigel-plugs was significantly more efficient in TSP-12/2
mice than in their wild-type counterparts.
TSP-1 could potentially serve as a therapeutic target in
PAD patients. The antiangiogenic effects of TSP-1 are
classically attributed to the C-terminal domain, whereas its
proangiogenic effects are attributed to its N-terminal do-
main.20 Peptides mimicking different parts of the TSP-1
molecule20 might modulate angiogenesis in PAD or be used
to prime EPC or BM-MNC products, as reported with
SDF-1.40 Moreover, the SDF-1/CXCR4 pathway upregula-
Figure 6. Inhibition of CD47 in ECFCs
increases their angiogenic potential in
vitro. A, Flow cytometry. CD47 siRNA
decreased expression of CD47 on
ECFCs. B, Adhesion assays were per-
formed as described for Figure 5A, on
control siRNA and CD47 siRNA, with or
without recombinant TSP-1 at 10 mg/mL.
No difference was observed on TSP-1
condition, for control siRNA– and CD47
siRNA–transfected ECFCs. C, CD47
siRNA promoted ECFC proliferation. The
effect of CD47 siRNA on ECFC prolifera-
tion was evaluated by measuring the
release of pNP (OD at 405 nm) in EBM2
medium containing 5% FBS
(mean6SEM) (P,0.0001). D and E,
Transfected ECFCs (33104) were
seeded on Matrigel, and tube formation
was measured by phase-contrast
microscopy. Quantitative analysis of net-
work length was determined with Video-
met software (Microvision). The mean
and SEM of 3 experiments are shown
(P,0.0001).
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tion observed here after TSP-1 inhibition suggests that TSP-1
gene suppression could be used to produce an ECFC-based
cell product effective in PAD. In addition, such an approach
might be used to prevent restenosis after arterial interventions
in diabetic patients. Alternately, pharmacological TSP-1
modulation in vivo might be beneficial in PAD.12 TSP-1 has
also been reported to modulate blood flow in elderly subjects
and in patients with atherosclerosis, by modifying NO lev-
els.41 Drugs targeting TSP-1 might restore blood flow, en-
hance tissue healing, improve surgical outcomes, and reverse
age-related vascular changes.41
In conclusion, the increased plasma levels of TSP-1 found
in PAD patients might contribute to the inadequate neovas-
cularization observed in this setting. TSP-1 targeting ex vivo
or in vivo might have the potential to modulate angiogenesis.
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Thrombospondin-1 is a plasmatic marker of peripheral arterial disease that modulates 
endothelial progenitor cell angiogenic properties 
David M. Smadja et al. Supplementary data 
Study population  
Consecutive PAD patients (n = 184) were enrolled in our vascular medicine department over 
a 2-years period. Patients were eligible if they were Caucasian men under 70 years of age with 
symptomatic atherosclerotic disease of the lower limbs and an ankle-brachial systolic pressure 
index (ABI) < 0.90, or a history of surgical or endovascular revascularization, as previously 
reported
1-3
. They were excluded if they had non-atherosclerotic causes of PAD 
(cardioembolic disease, thromboangiitis obliterans, vasculitis, or congenital or metabolic 
vascular disease). Critical leg ischemia (CLI) was defined by pain at rest or non healing 
ulceration (> 2 weeks) plus an ankle systolic blood pressure below 50 mm Hg. Walking 
distance was defined as the maximum walking distance reported by the patient before 
stopping because of claudication. Smoking, hypertension and diabetes were significantly 
more frequent in the cases than in the controls. Cases were five times more likely to be on 
lipid-lowering drugs; as a result, they had lower total and LDL-cholesterol levels than the 
controls. Triglyceride levels were higher and HDL-cholesterol levels were lower in the cases. 
Interestingly, the cases had a lower mean body mass index (BMI), together with a lower 
hematocrit, a lower plasma protein concentration, and higher leukocyte and platelet counts. 
Renal function, based on serum creatinine levels, was similar in the two groups. Age-matched 
control subjects (n = 330) with no history of arterial disease (stroke, MI, angina, or PAD) 
were randomly selected among 703 Caucasian men composing a previously described control 
group used to study genetic risk factors for vascular thrombosis 
4
. They were recruited in a 
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healthcare center specializing in cardiovascular prevention, to which they had been referred 
for a routine check-up. All participants gave their written informed consent and the study 
protocol was approved by the Paris-HEGP -Broussais ethics committee. 
 
Blood collection 
Blood samples were collected in Vacutainer tubes (Becton-Dickinson Diagnostics, Le Pont-
de-Claix, France) containing 0.105 M sodium citrate (1 vol/9 vol). Plasma was obtained by 
centrifugation at 2300 g for 10 minutes and was immediately stored at - 80°C until analysis. 
 
Local injection of bone marrow mononuclear cells (BM-MNC) in PAD patients with 
CLI 
The OPTIPEC clinical trial (Optimization of Progenitor Endothelial Cells in the Treatment of 
Critical Leg Ischemia; clinicaltrials.gov: NCT00377897) was a multicenter, phase I non 
randomized study. The clinical findings have been published elsewhere 
5
. Briefly, patients 
were eligible for the protocol if they had CLI associated with limited gangrene or a non 
healing ischemic ulcer and if they were not eligible for surgical revascularization or 
percutaneous angioplasty, or if such a procedure had little chance of success. The cell therapy 
protocol was similar to that initially published by Tateishi-Yuyama et al 
6
. Control 
histological sections were obtained from age- and sex-matched patients with critical limb 
ischemia who were not included in the cell therapy protocol and who were amputated during 
the same period. 
 
ELISA Assays 
Plasma levels of VEGF, PlGF and TSP-1 were measured with enzyme-linked immunosorbent 
kits from R&D Systems
®
 (Minneapolis, MN, USA).  
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ECFC culture, in vitro angiogenesis assays, and in vivo Matrigel-plug assay 
ECFC culture, in vitro angiogenesis assay and in vivo Matrigel-plug assay conditions have 




 mice, in which the TSP-1 gene was disrupted 
by homologous recombination 
13
, were kindly provided by Dr. A Bonnefoy 
14
. For this study 
the TSP-1 gene deficiency was bred into a C57Bl6/J background. 
A1 peptide (TSP Hep I 
15
) derived from N-terminus of TSP-1 was synthesized in the 
Department of biophysics at UNIFESP ((Federal University of São Paulo, Escola Paulista de 
Medicina), using an automated bench-top simultaneous multiple solidphase peptide 
synthesizer (PSSM 8 System; Shimadzu, Tokyo, Japan). 
 
ECFC transfection with siRNA against TSP-1
Short interfering RNA silencing TSP-1 gene expression (sc-36665, Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) was mixed with the Primefect
®
 reagent (LONZA) at 
10 µM to obtain transfection complexes, which were added to 2x10
5
 ECFC in complete 
EGM2 medium in 6-well plates. Control siRNA (Allstars Neg. control siRNA, Qiagen, 
Cambridge, MA, USA) was used in parallel. 
Real-Time - quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) 
The theoretical and practical aspects of RT-qPCR on the ABI Prism 7900 Sequence Detection 
System (Applied Biosystems) are described in detail elsewhere 
10
. Rapidly, we quantified 
transcripts of the TBP gene, which encodes the TATA box-binding protein (a component of 
the DNA-binding protein complex TFIID) as the endogenous RNA control, and target gene 
expression was normalized on the basis of its TBP content. Primers for TBP and the target 
genes (sequences available on request) were chosen with the assistance of Oligo 5.0 software 
(National Biosciences, Plymouth, MN, USA). 
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Hindlimb ischemia model.
Nude mice underwent surgery to induce unilateral hindlimb ischemia as previously described
 16
and were then randomly allocated to intravenous injection of ECFC that had been transfected 
with control or TSP-1 siRNA. After 1 week, the ischemic/normal limb blood flow ratio was 
determined by using a laser Doppler perfusion imaging system (Moor instruments). C57Bl6/J 
mice underwent surgery to induce unilateral hindlimb ischemia left femoral artery and vein 
ligation and excision. Laser Doppler Perfusion Imaging was performed at day 14 in the 
C57Bl6/J mice Hindlimb ischemia model. Figure 3E: left panel: mice receiving 20 µL PBS per 
day by intra-muscular injections during 5 days; right panel: mice receiving 10 µg rhTSP-1 
(R&D systems) per day, in 20 µL intra-muscular injections, during 5 days. Figure 3F: 
Perfusion ratio means for the C57Bl6/J mice Hindlimb ischemia model. n = 10 for each group, 
p = 0.04. 
Statistical analysis 
The nonparametric Mann-Whitney U test was used to analyze differences between PAD 
patients and controls. Data from in vitro ECFC assays are reported as means ± SEM. 
Significant differences were identified by ANOVA followed by Fisher’s protected least-
significant-difference test. StatView statistical software (Cary, NC 27513, USA) was used for 
all analyses, and p values below 0.05 were considered to denote significant differences. 
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Supplementary Figure I: ECFC express endothelial markers and TSP-1 receptor CD47 
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Supplementary Figure II: TSP-1 inhibition in cord blood derived ECFC 
A. Quantitative analysis of TSP-1 mRNA by RT-qPCR, after 24, 48 and 72 hours of 
transfection with control-siRNA (All Star negative control, Qiagen
®
) and TSP-1-siRNA 
(Santa Cruz Biotechnologies
®
) using the Primefect
®
 reagent kit (LONZA). The mean and 
SEM of three experiments are shown.*: p < 0.05 
 
B. Quantitative analysis of TSP-1 protein by western blot, after 48 hours of transfection with 
control-siRNA (All Star negative control, Qiagen®) and TSP-1-siRNA (Santa Cruz 
Biotechnologies
®
) using the Primefect
®
 reagent kit (LONZA).  
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Supplementary Figure IV: TSP-1 inhibition in adult blood derived ECFC and in 
HUVEC 
 
A. Quantitative analysis of TSP-1 mRNA by RT-qPCR, after 24, 48 and 72 hours of 
transfection with control-siRNA (All Star negative control, Qiagen
®
) and TSP-1-siRNA 
(Santa Cruz Biotechnologies
®
) using the Primefect
®
 reagent kit (LONZA). The mean and 
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B. Quantitative analysis of TSP-1 protein by western blot, after 48 hours of transfection with 
control-siRNA (All Star negative control, Qiagen
®
) and TSP-1-siRNA (Santa Cruz 
Biotechnologies
®
) using the Primefect
®






C. Quantitative analysis of SDF-1 and CXCR4 after transfection with control-siRNA (All Star 
negative control, Qiagen
®
) and TSP-1-siRNA (Santa Cruz Biotechnologies
®
) using the 
Primefect
®
 reagent kit (LONZA) in adult blood derived ECFC and HUVEC. 
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Supplementary Figure V: effect of 1 and 10 µg/mL human recombinant TSP-1 on 
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Supplementary Figure VI: effect of 1 and 10 µg/mL human recombinant TSP-1 on cord 
blood derived ECFC. 
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Supplementary Figure VII: Effect of TSP-1 N-terminal peptide (10 ȝM) on cord blood 
derived ECFC differentiation in Matrigel in vitro. 
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Table 2. Association of peripheral arterial disease with VEGF, PlGF, TSP-1 tertiles  
Odd ratios for the lowest and upper tertiles relative to the middle tertile were computed using 
unconditional logistic regression analysis adjusted on age 
* Additional adjustment for PAD risk factors (hypertension, hypercholesterolemia, diabetes 
and smoking status), lipid-lowering treatment and CRP. 
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Table 3. Association of PAD patient clinical characteristics with VEGF, PlGF, TSP-1 levels  
* p < 0.05 (Partial spearman correlation analysis or nonparametric analysis of variance adjusted 
on case-control status). Partial Spearman correlation or adjusted mean (±SEM) ranks are shown 
after pooled PAD cases and controls together. 
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Table 4. Association of severity of peripheral arterial disease with VEGF, PlGF, TSP-1 
levels  
 
Median (interquartile range) are shown and compared using nonparametric analysis of variance 
We classified cases according to clinical criteria of PAD severity (Fontaine-Leriche stages,
WHO classification): grade 1 = intermittent claudication with maximal walking distance > 
100 meters; grade 2 = intermittent claudication with maximal walking distance < 100 meters; 
grade 3 = critical leg ischemia. 
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Le « Placental Growth Factor » (PlGF) est un ligand spécifique du récepteur au  « Vascular 
Endothelial Growth Factor » (VEGF), le Flt-1/VEGFR1, qui lie aussi les isoformes VEGF-A et 
VEGF-B. Le VEGFR1 serait un régulateur négatif de la vasculogenèse mais pourrait agir 
comme régulateur positif de l’angiogenèse chez l’adulte, et le PlGF pourrait potentialiser sa 
réponse au VEGF dans l’angiogenèse pathologique mais non physiologique 185. 
Des taux élevés de PlGF ont déjà été proposés comme biomarqueur de mauvais pronostic 
dans les syndromes coronariens aigus 428 et dans les thromboses du Syndrome des Anti-
PhosphoLipides 835. Par ailleurs, plusieurs études décrivant différentes méthodes d’inhibition 
du PlGF ont montré que cette inhibition réduisait la progression de l’athérosclérose 804, 836. 
Les progéniteurs endothéliaux et en particulier les ECFC possèdent un potentiel 
thérapeutique car ils sont impliqués dans la vasculogenèse post-natale in vivo 38, 41. Notre 
équipe a également montré que les ECFC exprimaient des taux élevés d’ARN messagers du 
VEGFR1 179. D’autre part, les pathologies cardiovasculaires constituent un contexte reconnu 
où le taux des progéniteurs endothéliaux est modifié. 
 
Nous avons évalué si les taux plasmatiques de différents facteurs angiogènes et marqueurs 
endothéliaux (VEGF, PlGF, thrombomoduline soluble, Gas6) étaient modifiés chez des 
patients atteints de pathologies coronaires ou subissant une chirurgie cardiaque, et si ces 
facteurs modulaient le potentiel angiogène des progéniteurs endothéliaux. 
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143 plasmas de patients provenant de 2 études cliniques différentes ont été analysés : une 
première étude comprenant 30 patients coronariens (patients présentant un IDM avec ou 
sans élévation du segment ST), 30 patients ayant un angor stable, associés à 30 individus 
contrôles appariés pour l’âge et le sexe ; une seconde étude comprenant 30 patients 
subissant une chirurgie de la valve, et 23 patients subissant un pontage coronarien, avec 
dans les 2 cas une mise en place d’une circulation extracorporelle. Les PlGF-1 & -2 ont été 
testés sur les propriétés angiogènes in vitro des ECFC. Elles ont également été étudiées en 
inhibant le VEGFR1 des ECFC par ARN interférence, mais aussi via le composé chimique 
« 4321 », inhibiteur du VEGFR1 décrit par l’équipe du Pr. Michel VIDAL. De plus, le composé 
4321 a été testé dans le modèle murin d’implants de Matrigel® chez la souris C57Bl/6J, ainsi 
que dans le modèle murin d’ischémie du membre inférieur chez souris Swiss Nude. 
 
Parmi les facteurs angiogènes et les marqueurs de l’endothélium explorés chez ces 
populations de patients cardiaques, seul le taux plasmatique de PlGF est significativement 
augmenté chez les patients coronariens, comparativement aux patients avec angor stable et 
à la population contrôle ; de même, le taux de PlGF est également augmenté de manière 
significative chez les patients ayant subit une chirurgie cardiaque. L’effet de ce facteur 
angiogène qui semble caractériser ces populations cardiaques en situation d’ischémie aiguë 
(SCA), ou immédiatement après un remodelage vasculaire artificiel (chirurgie), a ensuite été 
évalué sur les propriétés angiogènes des ECFC. Ainsi nous avons observé que les PlGF-1 et -2 
potentialisent uniquement la tubulogenèse des ECFC in vitro via la phosphorylation du 
récepteur VEGFR1, sans effet sur leurs capacités proliférative et migratoire. 
Pour vérifier l’hypothèse que la tubulogenèse des ECFC est dépendante du VEGFR1, nous 
avons réévalué les propriétés de prolifération, de migration et de différenciation des ECFC 
en inhibant leurs VEGFR1. Pour cela nous avons utilisé un siRNA spécifique du VEGFR1, ainsi 
que le composé chimique « 4321 ». 
Nous avons donc observé que l’effet in vitro du PlGF est aboli lorsque le VEGFR1 est inhibé 
par ARN interférence ou par ce composé « 4321 ». De plus le composé « 4321 » inhibe la 
vascularisation des implants de Matrigel® chez la souris C57Bl/6J, comme l’attestent le taux 
d’hémoglobine et les taux d’ARN messagers de la VE-Cadhérine dans les implants, ainsi que 
la revascularisation de la patte ischémiée chez la souris Swiss Nude. 
 
Ces résultats suggèrent que le système PlGF/VEGFR1 module la tubulogenèse induite par les 
ECFC, que le composé « 4321 » pourrait moduler la vasculogenèse post-natale  in vivo, et 
que le taux de PlGF pourrait être un biomarqueur potentiel dans les syndromes coronariens 
aigus. 
 
Discussion et perspectives 
 
Les syndromes coronariens aigus constituent une situation d’ischémie artérielle aigue où la 
réponse post-ischémique immédiate mobilise des acteurs protéiques (cf § 2.5.) et cellulaires 
au moins en partie différents d’une situation d’ischémie chronique (cf § 2.4.). Le 
comportement des ECFC potentiellement impliqués dans cette réponse sera donc 
probablement différent par rapport au contexte d’ischémie chronique illustré par l’AOMI. 
Dans notre étude, nous avons choisi de déterminer les concentrations plasmatiques des 
facteurs angiogènes VEGF et PlGF chez les patients atteints de SCA ainsi que chez des 
patients subissant une chirurgie cardiaque et assistés d’une circulation extracorporelle. La 
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variation des taux de ces facteurs pourrait être le reflet d’un mécanisme de réponse post-
ischémique visant à pallier l’hypoxie tissulaire en favorisant une néovascularisation 
réactionnelle. A noter que des taux élevés de PlGF ont déjà été proposés comme 
biomarqueurs de mauvais pronostic dans les SCA 428. Les SCA et la circulation extracorporelle 
sont des situations où l’on observe des variations de taux de PEC. Il est donc concevable de 
supposer que les ECFC soient mobilisés 412 dans ces contextes via des facteurs angiogènes 
comme le VEGF ou le PlGF 32, 791. Chez les patients subissant une chirurgie cardiaque, en plus 
des taux de VEGF et de PlGF, nous avons également déterminé les concentrations des 
marqueurs d’activation / lésion endothéliale que sont la thrombomoduline soluble et Gas6. 
En effet, la variation du taux de ces marqueurs pourrait être le reflet d’une stimulation et/ou 
d’un renouvellement endothélial dans ce contexte. A noter que dans le groupe de patients 
atteints de SCA, il n’a pas été observé de différence significative des taux plasmatiques de 
Gas6 en comparaison aux populations contrôle et de patients atteints d’angor stable 837. Par 
ailleurs, les taux plasmatiques de Gas6 sont corrélés positivement avec ceux de 
thrombomoduline, chez des sujets sains, des patients avec sepsis sévère et des patients non 
septiques avec défaillance d’organe 838. 
Dans ces 2 situations, SCA et chirurgie cardiaque, seuls les taux plasmatiques de PlGF sont 
significativement augmentés par rapport aux populations contrôles ou avant la chirurgie 
respectivement. Ce profil plasmatique dans ces 2 situations permet de supposer que la 
source de PlGF est possiblement locale (notamment les différentes types cellulaires 
composant la plaque athérosclérotique dont les cellules participant à l’inflammation, ou site 
inflammatoire pour les patients chirurgicaux) plutôt que systémique (endothélium de 
l’ensemble du réseau vasculaire).  
Suivant l’hypothèse que les ECFC seraient impliquées dans la réponse post-ischémique au 
décours de ces 2 situations cardiaques aigues, nous avons évalué le comportement in vitro 
des ECFC vis-à-vis des PlGF-1 et -2 recombinants. Les PlGF-1 et -2 montrent une spécificité 
vis-à-vis du VEGFR1 des ECFC puisqu’ils entrainent sa phosphorylation alors que le VEGFR2 
reste sous sa forme non phosphorylée. Le VEGF-A quant à lui active aussi bien le VEGFR1 que 
le VEGFR2 des ECFC. 
Les propriétés angiogènes in vitro des ECFC exposés aux 2 isoformes du PlGF ont ensuite été 
évaluées. Nous n’avons pas observé de modification de leurs propriétés proliférative ni 
migratoire, alors que leur capacité à former des pseudotubes dans le Matrigel® est 
significativement augmentée avec les 2 PlGF. Le PlGF semble donc capable de stimuler la 
tubulogenèse des ECFC indépendamment du VEGF et donc par un mécanisme direct via le 
VEGFR1. 
Afin de vérifier cette hypothèse, nous choisi de réévaluer les propriétés angiogènes in vitro 
des ECFC en inhibant leur VEGR1. Pour cela, nous avons utilisé un siRNA spécifique (siRNA-
VEGFR1) ainsi que le composé chimique « 4321 », un inhibiteur du VEGFR1 élaboré par 
l’équipe du Pr M. Vidal. Nous avons observé des résultats similaires avec les 2 méthodes, i.e. 
une absence d’effet sur la prolifération et la migration des ECFC, mais une diminution de leur 
potentiel tubulogénique. Ces résultats corroborent l’hypothèse que le système PlGF/VEGFR1 
est capable de moduler le potentiel de différenciation des ECFC. 
A partir de ces résultats in vitro et des données de la littérature 412, 839, 840, il est difficile de 
privilégier l’hypothèse soit d’un rôle délétère, soit d’un rôle bénéfique de la mobilisation des 
ECFC combinée à l’augmentation des taux plasmatiques de PlGF, en situation de réaction 
post-ischémique aigue/immédiate. En effet, la mobilisation de ces cellules vasculogéniques 
pourrait soit contribuer à augmenter la vascularisation de la plaque athérosclérotique et 
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donc aggraver le tableau clinique, soit permettre la recanalisation du thrombus responsable 
du SCA, et donc diminuer l’ischémie myocardique.  
La démarche d’étude par inhibition du récepteur candidat, associée à l’étude par stimulation 
direct de ce même récepteur permet d’identifier une voie de signalisation potentiellement 
responsable des effets observés in vitro sur les ECFC. Cela permet alors de préciser les 
propriétés biologiques des ECFC vis-à-vis de ce récepteur, le VEGFR1. Le procédé d’inhibition 
ciblée d’un récepteur peut ensuite constituer une méthodologie de développement de 
nouvelles thérapeutiques. L’identification et le développement de ligands de petite taille 
comme le 4321 constituent en ce sens une innovation par rapport au développement 
d’anticorps monoclonaux qui reste très coûteux. La capacité du 4321 à inhiber la formation 
de pseudotubes dans le Matrigel® par des CE matures (HUVEC) a déjà été validée 841. Après 
avoir observé que le PlGF stimulait uniquement la tubulogenèse des ECFC (confirmé par les 
expériences d’ARN interférence), il a donc parut très intéressant de tester le 4321 sur les 
ECFC ; le 4321 se présente donc comme une molécule capable de bloquer la voie 
PlGF/VEGFR1 et d’inhiber son effet biologique dans les ECFC. L’étape suivante pour valider le 
potentiel thérapeutique d’un tel composé chimique est l’utilisation de modèles pré-
cliniques. 
Nous avons ainsi testé le 4321 dans les modèles murins d’implants de Matrigel® et 
d’ischémie de la patte postérieure. La présence de 4321 à 200 µM dans les implants diminue 
leur vascularisation 14 jours après l’injection du Matrigel®chez des souris C57Bl6/J. Cela a 
été objectivé par le dosage d’hémoglobine ainsi que des taux d’ARNm de la VE-cadhérine 
dans les implants. Dans le modèle d’ischémie du membre inférieure, les injections 
intrapéritonéales de 4321 à 10 mg/kg (3 injections au total, à J0, J1 et J2) diminuent la 
revascularisation de la patte ischémiée, comme l’atteste l’analyse par laser Doppler 7 jours 
après la ligature de l’artère fémorale. Ces résultats apportent la preuve que le 4321 est 
capable d’inhiber la néovascularisation in vivo, probablement en bloquant le VEGFR1 des 
cellules vasculogéniques murines. Dans ce dernier modèle nous avons utilisé des souris Nude 
afin de valider l’effet in vivo du 4321 dans ce type de souris pour ensuite tester le 4321 dans 
le modèle de xénogreffe de tumeur chez ces souris Swiss Nude. Ces expérimentations sont 
en cours.  
Le VEGFR1 est présent sur un nombre important de types cellulaires, incluant notamment 
les monocytes, les péricytes, les CAC et donc les ECFC. Les effets pro-angiogènes du PlGF 
décrits dans la littérature pourraient en partie être dus à un effet pro-inflammatoire. En 
effet, il a été décrit que l’activation des monocytes par le PlGF stimulait l’expression des 
ARNm de différentes cytokines/chimiokines inflammatoires comme le TNF-α, l’IL-1β, Le 
MCP-1, le MIP-1 et l’IL-8 795. L’effet anti-angiogène du 4321 décrit dans nos 2 modèles in vivo 
est donc probablement pluricellulaire, avec possiblement une composante anti-
inflammatoire (diminution du recrutement des leucocytes par le tissu ischémique).  
Le PlGF est également capable d’activer la neuropiline-1 (NRP-1) 842. Malgré une affinité 
importante de nos PlGF recombinants vis-à-vis du VEGFR1, nous ne pouvons pas exclure une 
activité des PlGF-1 et -2 via la NRP-1. Cependant, nous avons retrouvé les mêmes effets avec 
le siRNA-VEGFR1 et le composé 4321 sur les propriétés angiogènes des ECFC,  indiquant que 
l’effet du PlGF sur ces cellules est principalement médié par le VEGFR1. 
Chez les patients atteints de SCA, l’augmentation des taux plasmatiques de PlGF que nous 
avons décrite, pourrait être considérée comme déclenchée par l’ischémie myocardique 
aigue, afin de favoriser la constitution d’un infiltrat inflammatoire propice à une 
néovascularisation visant à compenser l’hypoxie tissulaire. Les ECFC dans ce contexte 
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pourraient participer à cette néovascularisation compensatrice. Cependant des expériences 
complémentaires sont nécessaires pour étayer cette hypothèse. La caractérisation par CMF 
des PEC et des leucocytes dans le sang périphérique de ces patients pourrait apporter un 
élément de réponse quant à la mobilisation de cellules médullaires dans cette situation. De 
plus, toujours dans une démarche de démonstration par inhibition du VEGFR1, il serait 
judicieux de reproduire les expériences in vivo de Matrigel®-plug et d’ischémie du membre 
inférieur avec le 4321, après transplantation allogénique de moelle, afin d’identifier une 
inhibition de la mobilisation des éléments médullaires contribuant à la diminution de la 
néovascularisation. Un modèle murin d’induction d’infarctus du myocarde serait également 
adapté pour évaluer in vivo l’inhibition du VEGFR1, dans un contexte plus proche de celui de 
nos patients atteints de SCA, ce qui pourrait nous permettre d’éclaircir le rôle de 
l’augmentation des taux plasmatiques de PlGF chez ces patients. 
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Objectives. We studied whether plasma levels of angiogenic factors and endothelial markers in coronary 
artery disease patients or undergoing cardiac surgery are modified, and whether those factors modulate 
endothelial progenitor’s angiogenic potential. 
Methods and Results. 143 patients’ plasmas from two different studies were analyzed (30 coronary 
artery disease patients, 30 patients with stable angina, coupled with 30 age and sex-matched controls; 53 
patients underwent cardiac surgery). Among factors screened, only placental growth factor (PlGF) was 
found significantly increased in these pathological populations. PlGF-1 and -2 were then tested on 
human endothelial colony forming cells (ECFCs). We found that PlGF-1 and -2 induce VEGFR1 
phosphorylation and potentiate ECFCs tubulogenesis in vitro. ECFCs VEGFR1 was further inhibited 
using a specific small interfering RNA (siRNA) and the chemical compound 4321. We then observed 
that the VEGFR1-siRNA and the compound 4321 decrease ECFCs tubulogenesis potential in vitro. 
Finally we tested the compound 4321 in the preclinical Matrigel
®
-plug model with C57Bl/6J mice as 
well as in the hindlimb ischemia model with Swiss Nude mice. We found that 4321 inhibited the plug 
vascularization, attested by the haemoglobin content and the VE-Cadherin expression level, and that 
4321 inhibited the post-ischemic revascularization, assessed by Laser Doppler Perfusion Imaging. 
Conclusion. PlGF plasma levels were found increased in cardiovascular patients. Disrupting 
PlGF/VEGFR1 pathway could modulate ECFCs induced tubulogenesis, the cell type responsible for 





Placental growth factor (PlGF) acts through binding to VEGF receptor-1 (VEGFR1) /Flt-1, which also 
links VEGF-A and -B isoforms. Given its weak tyrosine kinase activity, VEGFR1 was proposed to act 
as a negative regulator of vasculogenesis during embryogenesis by sequestering VEGF. Indeed, loss of 
VEGFR1 disrupts normal vascular development, but deletion of its tyrosine kinase domains allows 
normal embryonic angiogenesis(1). Conversely, in adulthood, VEGFR1 should act as a positive 
regulator of angiogenesis and PlGF was reported to potentiate the angiogenic response to VEGF in 
pathological but not physiological angiogenesis(2). These effects have been related to activation of 
macrophages functions, inflammation, atherosclerosis and cancer metastasis(2, 3). VEGFR1 has been 
involved in both angiogenesis and tumor dissemination(4, 5) and its upregulation was responsible for 
vascular maturation of tumor blood vessels in PHD2
+/-
 mice(6). PlGF could stimulate angiogenesis by 
VEGFR1 direct signaling and/or displacing VEGF from its binding site. In line with these functions, 
elevated PlGF plasma levels have been proposed as a biomarker of adverse outcome in patients with 
acute coronary syndrome (7), thrombosis associated with antiphospholipid syndrome (8) and also has 
been found upregulated in advanced colorectal, breast cancer or melanoma (9-11). PlGF inhibition with 
gene-inactivation studies (12) or use of anti-PlGF antibody (αPlGF mAb) reduced atherosclerosis 
progression (13). αPlGF mAb also has been shown to decrease tumour growth and metastasis by 
inhibiting angiogenesis (11, 14).  
Bone marrow–derived cells, and especially endothelial progenitor cells (EPCs), have been proposed to 
contributeto atherosclerosis progression, angiogenesis as well as tumor neovasculature (15, 16). EPCs 
are crucial actors in neovascularization in human adults and arecurrently considered as cardiovascular 
risk biomarkers(17). At least 2 populations of EPCs are well-documented in human (18, 19). 
"Early"EPCs, also called "circulating angiogenic cells" (CACs), are spindle shaped and express both 
endothelial and leukocyte markers. "Late" EPCs, also called endothelial colony-forming cells 
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(ECFCs)(19), develop after 2 to 3 weeks of culture and have the characteristics of precursor cells 
committed to the endothelial lineage. CACs and ECFCs have therapeutic potential; however, in vivo, 
cellsthat merge into neovessels have an ECFC phenotype (19, 20). In a previous work designed to study 
the kinetics of VEGFR2 expression along expansion, we observed that ECFCs expressed high level of 
VEGFR1 mRNA(21). Because ECFCs are a potential cell therapy product and/or an angiogenic cell 
type responsive of tumoral angiogenesis, and according to PlGF/VEGFR1 implication in atherosclerosis 
and tumoral angiogenesis, a better understanding of PlGF/VEGFR1implication in ECFCs is needed.  
Herein, we report increased PlGF plasma levels in cardiovascular patients; a setting known to modulate 
EPCs counts. We thus explored PlGF/VEGFR1role in angiogenic properties of ECFCs. We further 
investigated thein vitro and in vivo angiogenic effect of a newly developed chemical compound (4321) 




Study population and blood collection 
We studied patients from 2 separate prospective studies both approved by the Paris-Broussais-HEGP 
ethics committee.  
The first group was composed of 90 patients admitted to our hospital for a coronary angiogram. They 
were assigned to three groups: i) acute coronary syndromes, i.e. patients with STEMI and NSTEMI 
according to current definition (patient’s chest pain associated with ST modifications and or troponin 
levels > 0.15 μg/L); ii) stable angina [patients with stable clinical symptoms, normal rest 
electrocardiogram, normal troponin levels (< 0.15 μg/L) and stenosis > 50% confirmed by angiogram]; 
iii) control patients (patients without angina, with normal troponin levels and normal preoperative 
coronary angiogram). Patients from the 3 groups were matched for age and sex (23). For each patient, a 
single blood sampling was performed just before coronary angiogram, from the catheter introduced in 
the radial artery for angioplasty. Citrated plasma was obtained by double centrifugation (2x10 minutes 
at 2,300 g) of blood collected in tubes containing 0.105 M sodium citrate. 
The second study enrolled 53 consecutive patients scheduled for valve surgery or coronary artery bypass 
grafting (CABG) with extracorporeal circulation (ECC) (24). Patients’ characteristics and 
inclusion/exclusion criteria are described elsewhere (24). The on-pump was managed with a standard 
protocol, using a membrane oxygenator and a roller pump, with mild systemic hypothermia (32°C). For 
this study, blood samples were collected before and immediately after bypass, through an arterial 
catheter into Vacutainer tubes (Becton-Dickinson Diagnostics, Le Pont-de-Claix, France) containing 




Plasma levels of VEGF and PlGF were measured with enzyme-linked immunosorbent kits from R&D 
Systems
®
 (Minneapolis, MN, USA). Plasma levels of soluble thrombomodulin were measured with 
enzyme-linked immunosorbent kits from Stago
®
 (Courtaboeuf, France). Plasma levels of Gas6 were 
measured with a homemade enzyme-linked immunosorbent as previously described(25). 
 
In vitroVEGFR1 chemiluminescent assay 
The assay was performed as previously described (26). Briefly, a fixed amount (131 pM) of biotinylated 
human VEGF165was incubated with the screened compounds in a 96-well microplate coated with a 
human VEGFR1 ECD / Fc chimera or a VEGFR1 D1-D3 domains / Fc chimera(R&D Systems
®
 
Minneapolis, MN, USA). The residual biotinylated VEGF165 present after washing was detected by 
chemiluminescent with horseradish peroxidase-conjugated streptavidin. 
 
Western blot analysis 
The Western blot experiments were performed as previously described (27, 28). Confluent ECFCs in 
six-well plates were starved by incubation overnight in EBM-2 without supplements. ECFCs were 
incubated with PlGF-1,-2 (Reliatech
®
)at 250 ng/mL (2)or VEGF165(R&D Systems
®
 Minneapolis, MN, 
USA) at 50 ng/mL (21)for 5, 10, 15, 20 and 30 min. ECFCs were lysed in 1% NP40 (Invitrogen
®
) plus 
1% Bridj 96 lysis buffer. The lysate was subjected to SDS-PAGE in an 8% polyacrylamide gel and the 
resulting bands were transferred onto nitrocellulose membranes. The membranes were incubated with 
the anti-phospho-Flt-1 (Millipore, Billerica, MA, USA) or anti-phospho-VEGF Receptor 2 (Cell 
Signaling, Danvers, MA, USA) antibodies at a dilution of 1:1000, with the exception of the anti-tubulin 
antibody (Epitomics, Burlingame, CA, USA), which was used at a dilution of 1:15000. Antibody 
binding was detected by enhanced chemiluminescence with a CCD camera (Fisher Bioblock Scientific, 
Illkirch, France), and densitometry analysis was performed with Chemicapt 3000 software (Fisher 
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Bioblock Scientific, Illkirch, France). The results are expressed assuming a value of 100% for the 
untreated wells. 
 
ECFC proliferation assay 
After 16 h of serum and growth factor privation, ECFCs were incubated for 48 h in EBM2 medium, 5% 
FBS in presence or absence of different concentrations of PlGF-1, PlGF-2 or VEGF. Proliferation was 
then examined by measuring cell phosphatase activity based on the release of paranitrophenol (pNP) 
from paranitrophenylphosphate substrate (pNPP, Sigma, Saint-Louis, Missouri, USA) measured at 405 





 tube formation assay 
After 16 h of serum and growth factor privation, ECFCs (3 x 10
4
 cells/well) were seeded on growth 
factor-reduced Matrigel
®
 (200 µL) (BD Biosciences) in EBM2 medium and cultured for 18 h at 37°C 
under 5% CO2 with the indicated treatments. Capillary-like structures were observed by phase-contrast 
microscopy and networks formed by ECFCs were quantified with Videomet
TM
 software version 5.4.0. 
(Microvision Instruments, Evry, France). 
 
Wound healing assay 
A reproducible circular ‘‘wound’’ was made with a tip in confluent monolayers of ECFCs cultured in 
12-well plates. The wound area was measured at x20 magnification under an inverted microscope, then 
the medium was removed and the cells were further incubated for 18 h with PlGF-1 or -2 at 250 ng/mL. 
Wound repair activity was calculated by expressing the area of the wound after 4, 8 and 24 hours of 
incubation as a percentage of the initial area (“0%” of migration). 
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ECFC transfection with siRNA against VEGFR1 
Short interfering RNA silencing VEGFR1 gene expression (VEGFR1-siRNA) (sc-29319, Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) was mixed with the Primefect
®
 reagent (LONZA) at 10 µM to 
obtain transfection complexes, which were added to 2x10
5
 ECFCs in complete EGM2 medium in 6-well 
plates (siRNA final concentration = 50 nM). Control siRNA (Allstars Neg. control siRNA, Qiagen, 
Cambridge, MA, USA) was used in parallel. 
 
Real-Time - quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR)
The theoretical and practical aspects of RT-qPCR on the ABI Prism 7900HT Sequence Detection 
System (Applied Biosystems) are described in detail elsewhere(29). Total RNA were extracted from 
sub-confluent ECFC or frozen Matrigel
®
-plug using the RNAble® reagent (Eurobio, Courtaboeuf, 
France). Reverse transcription reactions using 1 µg of RNA and random hexamer oligonucleotides 
(Invitrogen, Cergy Pontoise, France) were performed following the manufacturer's instructions.For 
VEGFR1 mRNA quantification, we quantified transcripts of the TBP gene, which encodes the TATA 
box-binding protein (a component of the DNA-binding protein complex TFIID) as the endogenous RNA 
control, and target gene expression was normalized on the basis of its TBP content. Primers for TBP and 
the target genes (sequences available on request) were chosen with the assistance of Oligo 5.0 software 
(National Biosciences, Plymouth, MN, USA). For VE-Cadherin mRNA quantification, reverse 
transcription products were incubated in PCR MasterMix (TaqMan
®
 Gene Expression MasterMix, 
Applied Biosystems, Carlsbad, California, USA) with 1 µM of each specific primer (murin CD144 
TaqMan
®
 probe and murin GAPDH TaqMan
®
 probe as the endogenous control, Applied Biosystems), 
in a final volume of 10 µL. Reactions were heated for 5 min at 95°C and 50 cycles of 1 min at 94°C, 1 




Target and compound preparation and in silico screening protocol.  
Molecule 4321 has been screened from The CERMN (Centre d’Etude et de Recherche sur le 
médicament de Normandie – Normandy Drug Study and Research Center, 
http://www.cermn.unicaen.fr/) collection. The structure of the VEGFR1 protein target was obtained 
from the X-ray structure of the VEGF-VEFGR1 D2 complex (PDB: 1FLT, resolution 1.70 A). As 
previously described, docking experiments of a library bank compound, molecule 4321,were performed 
with AutoDock4 (30) with some side chains in the binding area allowed to be flexible during the 
docking runs(22). This compound has been described to inhibit the VEGF-induced VEGFR-1 





As previously described (20), Matrigel
®
-plugs were prepared on ice by mixing growth factor-reduced 
Matrigel
®
 (BD Biosciences) with recombinant mouse bFGF (750 ng/mL, R&D systems) and the 
compound4321(22) (200 µM). They were implanted in C57/Bl6J mice backs and removed after 14 days. 
The hemoglobin concentration was measured in the supernatants with Drabkin’s reagent (Sigma-
Aldrich). 
 
Hindlimb ischemia model 
Swiss Nude mice underwent surgery to induce unilateral hindlimb ischemia as previously described 
(31)and were then randomly allocated to receive intraperitoneal injections(day 0, day 1 and day 2) of 
vehicule (ethanol 10%, Cremophor
®
 EL 10%, bi-distillated water)or the compound 4321 at 10 mg/kg 
dose. Mice underwent surgery to induce hindlimb ischemia by left femoral artery ligation at D0. The 
first injection was administered 6 hours after the ligation.The ischemic/normal limb blood flow ratio 
wasdetermined by using a laser Doppler perfusion imaging system (Moor instruments), performed at 
day 2 (D2) and day 7 (D7). Results are expressed as the difference between the perfusion ratios at D7 
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Baseline characteristics were compared between the clinical groups by using Wilcoxon’s rank sum test 
for none normally distributed variables and Student’s unpaired t test otherwise. Data from in vitro ECFC 
assays are reported as means ± SEM. Data from in vivo studies are reported as means ± SEM or medians 
with minimum to maximum value (hindlimb ischemia experiment). Significant differences were 
identified by ANOVA followed by Fisher’s protected least-significant-difference test. StatView 
statistical software (Cary, NC 27513, USA) was used for all analyses, and p values below 0.05 were 
considered to denote significant differences. Significance is noticed on Figures: * when p < 0.05, ** 





PlGF, but not VEGF, is increased during coronary artery disease and after cardiac surgery 
High levels of PlGF were found in acute coronary artery disease patients, compared to patients with 
stable angina or no coronary disease(Table 1), whereas VEGF level did not vary along groups. We 
further studied PlGF in a setting known to mobilize angiogenic cells, i.e. extra-corporeal circulation 
(ECC). In cardiac surgery patients, plasma PlGF levels increased substantially upon ECC whatever the 
presence (CABG) or the absence of cardiovascular risk factors (valve surgery) (p<0.001, table1), 
whereas VEGF and two endothelial markers of activation, soluble Thrombomodulin and Gas6, did not 
significantly vary.  
 
PlGF-1 and -2 induce VEGFR1 phosphorylation and increase ECFCs tube formation 
Because postnatal vasculogenesis is thought to involve endothelial progenitor cells(15), we further 
explored whether PlGF-1 and -2 activation was able to modulate ECFCs angiogenic potential. We 
focused on ECFCs because this cell type is currently proposed as the one at the origin of newly formed 
vessels (19, 20). We previously found a highVEGFR1 mRNA expression in ECFCs (21). We induced 
VEGFR1 activation by recombinant PlGF proteins (Reliatech
®
), because of their good affinity towards 
VEGF binding sites, D1 and D3 domains, on VEGFR1(Figure 1A, B and C). We further showed that 
PlGF-1 and -2 triggeredVEGFR1but not VEGFR2 phosphorylation on ECFC (Supplementary Figure 1), 
contrary to VEGF-A which activated both receptors (Figure 1D, E, F and Supplementary Figure 1).  
To examine PlGF-1 and -2 effects on proliferation, ECFCs were treated with rPlGF (50, 150 and 250 
ng/mL) for 72 h. As shown in figure 2A, PlGF-1 and -2 did not significantly promote 
ECFCsproliferation by contrast to VEGF-A. The impact of PlGF on ECFCs migration was investigated 
using wound-healing assay. Figure 2B shows representative images of ECFCs monolayer just after 
wounding and 24 hours after incubation with PlGF-1 or -2 (Figure 2B), though no differences were 
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detected compared to untreated cells (Figure 2C). These migration cell data confirmed results previously 
published (2, 32). Finally, we used a Matrigel
®
 model to examine the capacity of PlGF-1 and -2-
activatedECFCs to differentiate into capillary-like structures. Treatment with both PlGF induced a 
significant increase in ECFC organization into branched structures and pseudotubes with enclosed areas 
which was similar to the effect observed when cells were stimulated with VEGF (Figure 3).  
Overall, PlGF-1 and -2 did not modify ECFCs proliferation and migration but stimulated their 
tubulogenesis potential in vitro. 
 
VEGFR1 inhibition with siRNA and the chemical compound 4321 decrease ECFC tube formation 
in vitro. 
As shown in figure 4A, specific siRNA transfection induced a dramatic inhibition of VEGFR1 mRNA 
expression in ECFC after 48 hours of transfection. We explored the effect of VEGFR1 inhibition on 
ECFCs angiogenic properties in vitro. VEGFR1 inhibition did not modified ECFCs proliferation (Figure 
4B) or migration (Figure 4C) while a significant decrease in ECFCs pseudotube formation was observed 
(Figure 4D, p = 0.002). As a control, PlGF-1 and -2 were no more able to stimulate tube formation in 
VEGFR1 inhibited-ECFC (Figure 4E).In line with these results, ECFC treatment with the specific 
VEGFR1 inhibitor, the compound 4321, significantly inhibited the endothelial cell tubulogenesis when 
used at 100 μM (Figure 5C), while no effect was found on proliferation and migration potential (Figure 
5A, B). 
 
Compound 4321 decreases Matrigel
®
-plug vascularization in C57Bl/6J mice. 
We used the Matrigel
®
-plug assay as a model of in vivo angiogenesis. Plugs, with and without 4321 
(200 µM = 100nmol per plug), were subcutaneously implanted in C57B1/6J mice. The plugs were 
removed 14 days later and their blood vessel content was analyzed. Macroscopic observation showed 
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that4321 decreased blood vessel formation in the plugs (Figures 6A), as confirmed by measuring the 
hemoglobin content (Figure 6B) and the mRNA content of VE-cadherin (Figure 6C).  
 
Compound 4321inhibits post-ischemic revascularization in hindlimb ischemia model. 
After showing that the compound 4321 inhibits ECFC tubulogenesis in vitro, as well as Matrigel
®
-plug 
vascularization in vivo, we decided to study the compound 4321 in the hindlimb ischemia mouse model. 
As shown in Figures 6D and 6E, intraperitoneal injections of the compound 4321 induced a significant 
decrease in blood flow recovery 7 days after surgery (** p = 0.0048). Perfusion ratios mean (Δ(D2-
D7)%) for the “vehicule” group was about 72.57% +/- 16.21, and only reached 9.93% +/- 11.67 for the 





PlGF may promote vascular formation by inducing local proliferation of endothelial cells (33) as well as 
the recruitment of angiogenic bone marrow derived progenitor cells (34, 35). In line with these data, 
anti-VEGFR1 antibodies suppressed recruitment of myeloid progenitors and transplantation of wild-type 
bone marrow rescued the impaired collateral vascular growth in PlGF-deficient mice (2). Moreover, 
either PlGF gene transfer or injection of PlGF protein induced angiogenesis in myocardium. The 
administration of PlGF improved cardiac performance, stimulated cardiac remodeling and angiogenesis 
following mouse acute myocardial infarction (36). PlGF infusion was also demonstrated to increase the 
neovascularization in ischemic hindlimbs of mice (3, 37) and to induce arteriogenesis (38). Interestingly, 
collateral artery growth was more significant in response to PlGF compared to the VEGFR2-
specificligand VEGF-E(39).  
The widespread distribution of VEGFR1 in vascular cells, macrophages, and pericytes might explain the 
pleiotropic reported role of PlGF. In our work, high PlGF plasma concentrations were found in patients 
with acute coronary artery disease, i.e. in hypoxic conditions, by contrast to VEGF or endothelial 
markers, such as soluble thrombomodulin and Gas6. This suggests that a local production of PlGF by 
cells within the plaque may be at the origin of increased plasma PlGF levels, favoring inflammatory 
cells recruitment and subsequent plaque complication. Thus, as proposed (7, 40), PlGF plasma levels 
could be a biomarker of vascular inflammation to modulate recruitment or angiogenic properties of 
angiogenic cells. During extracorporeal circulation, a situation known to mobilize bone marrow cells 
upon hypoxia, we found a dramatic increase in PlGF, supporting our conclusions.  
The VEGF system is the target of new antiangiogenic treatments, therefore it is important to elucidate 
the angiogenic potential of VEGF isoforms on ECFCs. A previous study has explored the effect of PlGF 
and VEGF on CACs derived from human peripheral blood, however, due to the phenotypic and 
functional differences between CACs and ECFCs, we cannot assume the same results for the later(34). 
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Angiogenic functions of CACs have been related to growth factor secretion, as they are not able to build 
vessel by themselves(19). Therefore because endothelial colony forming-cells (ECFCs) are the cells 
known to be involved in neoangiogenesis process(19, 20), we investigated the effect of VEGFR1 
activation by PlGF-1 and -2 on the angiogenic properties of cultured human ECFCs. Interestingly, we 
found that PlGF promotes ECFCs tubulogenesis on a VEGFR1 dependent mechanism, whereas no 
effect was observed on proliferation and migration. To the best of our knowledge, it is the first study to 
exploreVEGFR1 activation on this cell type.Since ECFCs have been demonstrated to be mobilized in 
patients with angiographically significant coronary artery disease (41), together with high PlGF plasma 
concentrations as described in our work, we may hypothesize that in this pathological setting, a 
thrombus recanalization and/or an atherosclerotic plaque vascularisation could be involved. These 
hypothetic roles of ECFC and PlGF sustain the controversy about beneficial or worse effects ascribed to 
bone marrow mononuclear cells transplantation in the atherosclerotic setting (42, 43). 
PlGF induced-VEGFR1 signaling has been associated to inflammation process by regulating migration 
of leukocytes in tumor or ischemic tissues. Synovial angiogenesis and infiltration by inflammatory cells 
was reduced by anti-VEGFR1 mAb treatment, which also suppressed the activation of leukocytes and 
their production of tumor necrosis factor α and MCP-1, cytokines implicated in arthritis(3). PlGF 
activation on monocytes also induced an increase in mRNA levels of TNF-α, IL-1β and chemokines 
MCP-1, MIP-1 and IL-8 (44). Most of these molecules have been shown to modify ECFCs angiogenic 
properties (45). However, we can exclude such an effect in PlGF-stimulated ECFCs, as no increase in 
gene expression of TNF, CXCL or CCL families was observed upon PlGF activation (data not shown). 
Nevertheless, since leukotrienes have been shown to be up regulated by PlGF (46) and interact with 
VEGF induced angiogenesis (47), we cannot exclude an indirect effect on tubulogenesis related to 
leukotrienes. One of the mechanisms of PlGF/VEGFR1 effect in tip/stalk cells has been shown to be 
correlated to Notch signaling (48). Thus, because Notch has been shown to modulate ischemic 
neoangiogenesis (49) and EPCs angiogenic properties (50, 51), it could be part of the PlGF/VEGFR1 
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tubulogenic effect. Finally, PlGF can also activate neuropilin-1 (NRP1) (52). Despite high affinity of 
our recombinant protein for VEGFR1, we cannot exclude an effect of PlGF-1 and -2 on NRP1. 
However, VEGFR1-siRNA and the chemical compound 4321 having produced the same effect on 
ECFCs induced angiogenesis and allowed us to affirm that PlGF effect are closely correlated to 
VEGFR1 activation.  
Targeting VEGF is becoming a cornerstone of anticancer therapy. However, PlGF and VEGFR1were 
not primarily considered attractive therapeutic targets, because insufficient insight in their role in disease 
was available. After evidence that PlGF/VEGFR1 had implication in pathological angiogenesis, the 
therapeutic potential of VEGFR1 and / or PlGF inhibitors to block angiogenesis during ischemic 
retinopathy, cancer, atherosclerosis and rheumatoid arthritis has been explored. In this context, an 
emerging strategy to disrupt interaction between VEGFR1 and their ligands could be the discovery of 
small ligands of the receptor, less expensive than recombinant humanized mAb. Indeed, the modulation 
of protein-protein interactions with small organic compounds is of huge therapeutic interest, but remains 
an enormous challenge. In a previous study, we carried out in silico and in vitro screening experiments 
with VEGFR1 D2 domain, and 20 compounds inhibiting the formation of the VEGF-VEGFR complex 
were identified. These small compounds contained a (3-carboxy-2-ureido) thiophen unit, had IC50 values 
in the low micromolar range and decreased the auto-phosphorylation of VEGFR1 induced by VEGF. 
Thus, the best chance of hit for development of new treatments inVEGFR1-dependent diseases is such a 
promising scaffold to probe this macromolecular complex. The 4321 compound has been then tested in 
the present study for ECFCs in vitro angiogenic potential and in vivo in the Matrigel
®
-plug assay and the 
hindlimb ischemia model. This compound recapitulated all the effects found with PlGF and VEGFR1 
siRNA. Moreover, we have here the in vivo proof that this compound 4321 is able to decrease 
vascularization in the two in vivo models tested. 
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In conclusion, PlGF/VEGFR1 modulates ECFC tubulogenesis, the angiogenic human progenitor cell 
type responsible for newly formed vessels in vivo. VEGFR1inhibition with the chemical compound 
4321, that recapitulate angiogenic effects related to VEGFR1,might have the potential to modulate 
angiogenic disorders in future clinical trials. 
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Table 1: Plasma levels of angiogenic factors and endothelial activation markers in patients with 
coronary artery disease and undergoing cardiac surgery. 





Figure 1: VEGFR1 activation on ECFCs with recombinant PlGF proteins compared to VEGF-A. 
A:“50%” inhibiting concentration determination for PlGF-1 
B:“50%” inhibiting concentration determination for PlGF-2 
C: “50%” inhibiting concentration determination for VEGF-A 
D: Immunoblotting showing VEGFR1 phosphorylation subsequently to ECFCs stimulation by PlGF-1 
E: Immunoblotting showing VEGFR1 phosphorylation subsequently to ECFCs stimulation by PlGF-2 
F: Immunoblotting showing VEGFR1 phosphorylation subsequently to ECFCs stimulation by VEGF-A 
G: P-VEGFR1 immunobloting quantification: each sample (ECFCs stimulated by PlGF-1, PlGF-2 and 
VEGF-A) is normalized toward tubulin, then after compared to unstimulated ECFCs. Stimulation by 
VEGF is shown as a positive control. Both PlGF-1 and -2 are able to trigger VEGFR1 phosphorylation 
as well as VEGF. 
 
Figure 2: Proliferation and migration assay on PlGF-stimulated ECFCs. 
A:pNPP proliferation assay on PlGF-stimulated ECFCs: PlGF-1 and -2 did not significantly enhance 
ECFCs proliferation, whatever the dose used. VEGF stimulation (50 ng/mL) is shown as a positive 
control. 
B:Wound healing assay on PlGF-stimulated ECFCs. Left panel: photomicrograph representing the 
circular wound area at T 0; right panel: photomicrograph representing the same circular wound area at T 
24h. 
C: Wound healing assay quantification. Wound areas were measured with Videomet
®
 software, and 
compared to the initial area (T 0) which represents the “0%” of cell migration. No statistical difference 
is denoted between unstimulated and PlGF-stimulated ECFCs (250 ng/mL). 
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Figure 3: In vitro Matrigel
®
 tube formation assay with PlGF-stimulated ECFCs. 
A:Left panel: photomicrograph representing unstimulated ECFCs seeded on Matrigel
®
after 18 hours of 
incubation; middle panel: photomicrograph representing pseudotubes network resulting from PlGF-1-
stimulated ECFCs (250 ng/mL) after 18 hours; right panel: photomicrograph representing pseudotubes 
network resulting from PlGF-2-stimulated ECFCs (250 ng/mL) after 18 hours 
B:Differentiation assay quantification. Tubule-like structure length quantification was realized with 
Videomet
Ò
 software. Total length average in EBM2 is represented by the control bar. VEGF-A (50 
ng/mL) as well as PlGF-stimulated ECFCs (250 ng/mL) displayed a significant extensive network, 
compared to the control. 
 
Figure 4: In vitro angiogenic assays performed with VEGFR1 siRNA-transfected ECFCs. 
A: VEGFR1 mRNA level in siRNA transfected ECFCs. VEGFR1 specific siRNA reduced by 80% the 
expression of the receptor 48 hours after transfection, compared to control siRNA transfected ECFCs. 
B: pNPP proliferation assay on siRNA-transfected ECFCs. No differences were found between control 
and VEGFR1 siRNA transfected ECFCs. 
C: Wound healing assay quantification on siRNA-transfected ECFCs, 4, 8 and 24 hours after practicing 
the circular wound. No significant result was found between control and VEGFR1 siRNA transfected 
ECFCs. 
D: Tubule-like structure length quantificationon siRNA-transfected ECFCs, realized with Videomet
Ò
 
software.VEGFR1 siRNA transfected ECFCs presented a significant decrease in pseudotubes formation, 
compared to control-siRNA. 
E: Tubule-like structure length quantificationon VEGFR1 siRNA transfected ECFCs, stimulated by 
PlGF recombinant proteins. PlGF-1 and -2 (250 ng/mL) were no more able to enhance pseudotubes 
formation in VEGFR1 inhibited ECFCs.  
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Figure 5: Effect of the compound 4321 on ECFCs angiogenic properties. 
A: pNPP proliferation assay on 4321-stimulmated ECFCs (100 µM). No modification in ECFC 
proliferation potential was observed with the compound 4321 compared to the DMSO control. 
B: Wound healing assay with 4321-stimulmated ECFCs (100 µM). No modification in ECFC migration 
potential was observed with the compound 4321 compared to the DMSO control. 
C: In vitro Matrigel
®
 tube formation assay with 4321-stimulated ECFCs (100 µM). Tubule-like 
structure length quantification showed a significant decrease in pseudotubes formation, compared to 
control. 
 
Figure 6: In vivo effects of thecompound4321. 
A: In vivo Matrigel
®
-plug assay. Left panel: DMSO-containing plug removed after 14 days from 
C57Bl/6J mouse. Right panel: 4321-containing plug removed after 14 days from C57Bl/6J mouse. 
B: Hemoglobin content analysis inMatrigel
®
-plug.After crushing plugs in appropriate buffer containing 
protease inhibitors (3 mL for each plug), followed by a 8000 rpm centrifugation, hemoglobin was 
quantified by spectrophotometry analysis (optical density at 540 nm) in a 1:1 Drabkin’s reagent dilution. 
Hemoglobin concentration in 4321-containing plugs was significantly lower compared to DMSO-
containing plugs. 
C: VE-Cadherin mRNA quantification in Matrigel
®
-plug. After extracting total RNA from frozen 
Matrigel
®
-plug, CD144 gene expression was quantified by RT-qPCR. VE-Cadherin expression was 
significantly lower in 4321-containing plugs, compared to control. 
D: Laser Doppler perfusion imaging at day 7 in the Swiss Nude mouse hindlimb ischemia model. Left: 
mouse receiving 200µL for 20 g weight of vehicule (ethanol 10%, Cremophor
®
 EL 10%, bi-distillated 
water) by intraperitoneal injection. Right:mouse receiving 200µL for 20 g weight of the compound 4321 
(10 mg/kg). 
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E: Perfusion ratios for the Swiss Nude mouse hindlimb ischemiamodel. n = 12 for each group, p = 
0.0048. 
 
Supplemental Figure 1: VEGFR2 activation on ECFCs with recombinant PlGF proteins 
compared to VEGF-A. 
A: Immunoblotting showing VEGFR2 phosphorylation subsequently to ECFCs stimulation by PlGF-1 
B: Immunoblotting showing VEGFR2 phosphorylation subsequently to ECFCs stimulation by PlGF-2 
C: Immunoblotting showing VEGFR2 phosphorylation subsequently to ECFCs stimulation by VAGF-A 
D: P-VEGFR2 immunobloting quantification: each sample (ECFCs stimulated by PlGF-1, PlGF-2 and 
VEGF-A) is normalized toward tubulin, then after compared to unstimulated ECFCs. Stimulation by 
VEGF is shown as a positive control. Both PlGF-1 and -2 are not able to significantly trigger VEGFR1 
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SYNTHESE DES RESULTATS, DISCUSSION 





Les situations pathologiques constituant les modèles d’étude des travaux présentés 
dans ma thèse dressent donc des cadres où les ECFC pourraient intervenir soit dans la 
pathogenèse des anomalies vasculaires, soit dans des tentatives de revascularisation, dans 
ces contextes de fibrose ou d’ischémie artérielle où a lieu un remodelage vasculaire. Dans un 
premier temps nous avons pu identifier un potentiel biomarqueur plasmatique vasculaire 
dans chacune de ces 3 situations pathologiques, ces biomarqueurs étant des facteurs 
modulant l’angiogenèse, ayant un rôle mécanistique probable dans la genèse de la maladie 
ou dans les phénomènes réactionnels déclenchés précocement ou plus tardivement lorsque 
l’ischémie devient chronique ; de plus, ces biomarqueurs mettent potentiellement en scène 
les ECFC, ce qui nous permet donc de mieux décrire et comprendre les rôles biologiques de 
ces cellules. 
 
Anomalies vasculaires associées à la fibrose 
 
Dans le contexte de la FPI, le rôle principal du TGF-β1 reste la stimulation de la fibrogenèse 
via l’activation des fibroblastes, et en induisant des transitions épithéliale-
mésenchymateuses et endothéliale-mésenchymateuses. Cependant nos résultats suggèrent 
un rôle additionnel du TGF-β1 via la modulation des propriétés angiogènes des ECFC 
(recrutement des ECFC à partir de la moelle osseuse ou du poumon, augmentation de leur 
prolifération aboutissant à un remodelage vasculaire pulmonaire aberrant), attribuant donc 
un rôle pathologique aux ECFC dans la FPI. En effet, les ECFC pourraient participer à la 
pathogenèse de la FPI, soit en augmentant la vascularisation du tissu fibrotique (et en 
contribuant donc à son développement de façon indirecte, le TGF-β1 augmentant la viabilité 
et le potentiel migratoire des ECFC), soit en subissant une transition endothéliale-
mésenchymateuse et en participant de façon plus directe à la fibrose pulmonaire (le TGF-β1 
étant associé à signal pro-fibrotique via l’activation de la voie Wnt), soit par l’association de 
ces 2 mécanismes.  
Notre équipe a décrit que DKK1, un antagoniste de la voie Wnt, augmente les potentiels 
prolifératif et migratoire des ECFC 843, de façon comparable au TGF-β1. Il pourrait alors être 
intéressant d’explorer aussi bien au niveau plasmatique qu’au niveau de biopsies 
pulmonaires l’expression du DKK1 chez des patients FPI. Une hypothèse envisageable serait 
de trouver des taux plasmatiques élevés de DDK1, qui favoriseraient le « homing » 
pulmonaire des ECFC, combinés à une localisation pulmonaire de DKK1 plus faible, ce qui 
n’inhiberait pas une transition endothéliale-mésenchymateuse.  
 
Pathologies artérielles périphériques et situation d’ischémie chronique 
 
Dans ce modèle d’ischémie et d’inflammation chroniques, l’augmentation des 
concentrations plasmatiques des TSP-1 observée contribuerait à une inefficacité de la 
vasculogenèse post-natale médiée par les ECFC, assimilable à une décompensation de la 
maladie par rapport à des stades plus précoces de l’AMI. La TSP-1 dans ce contexte 
présenterait donc des caractéristiques de biomarqueur pronostique. Cette 
néovascularisation inefficace pourrait par ailleurs être initiée par les facteurs de risques 
cardiovasculaires eux-mêmes, qui contribuent au développement de cette pathologie 
athérosclérotique. Dans ce contexte d’ischémie chronique, ces facteurs de risques 
cardiovasculaires pourraient contrebalancer l’effet pro-angiogène de l’inflammation. 
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Pathologies artérielles coronaires et situation d’ischémie aiguë 
 
La revue de la littérature sur les progéniteurs endothéliaux humains constituant la première 
partie de ma thèse souligne l’importance des facteurs de risque cardiovasculaire comme 
paramètres modulant le nombre et la fonctionnalité des progéniteurs endothéliaux. Les 
pathologies cardiaques qui se développent en rapport avec ces facteurs de risque 
constituent donc naturellement des potentiels modèles pathologiques d’étude afin de mieux 
décrire le rôle des progéniteurs endothéliaux et plus précisément des ECFC dans ces 
pathologies, ainsi que leurs propriétés biologiques. 
 
Dans le contexte des SCA, le taux plasmatique de PlGF pourrait donc constituer un 
biomarqueur reflétant une conséquence immédiate de l’ischémie myocardique aigue, c'est-
à-dire une sécrétion au moins en partie locale de PlGF par les éléments constituant la plaque 
d’athérosclérose. Dans cette hypothèse, le PlGF pourrait contribuer à mobiliser des cellules 
vasculogéniques dont les ECFC, mais davantage que leur mobilisation, le PlGF stimulerait la 
différenciation des ECFC en structures vasculaires. Le PlGF, associé à des cytokines pro-
inflammatoires contribuerait à compenser / limiter les effets délétères de l’ischémie aigue 
en facilitant la néovascularisation post-ischémique. 
 
Inflammation et remodelage vasculaire 
 
De ces trois études, il ressort que les ECFC peuvent être impliquées dans des phénomènes 
de remodelage vasculaire, remodelage qui a une contribution différente dans le 
déroulement de la maladie selon la pathologie concernée. L’inflammation est aussi une 
composante qui a son importance aussi bien dans la FPI, l’AMI que dans les SCA. Dans la FPI, 
l’inflammation intervient dans le développement de la fibrose (cytokines et chimiokines pro-
inflammatoires favorisant l’activation du TGF-β, macrophages libérant des protéases et du 
TGF-β latent… cf § 1.3.3.1.3.). Au cours de l’AMI, l’inflammation dans une première étape 
pourrait favoriser l’initiation de la néovascularisation médiée par les ECFC, qui serait ensuite 
freinée par l’augmentation des concentrations plasmatiques de TSP-1 ; alors que dans les 
SCA, l’effet de l’inflammation sur la néovascularisation post-ischémique immédiate pourrait 
être synergique à l’effet du PlGF.  
Notre équipe a particulièrement étudié les effets de l’activation du PAR-1 des ECFC, par la 
thrombine, enzyme multifonctionnelle qui a entre autres des propriétés pro-inflammatoires. 
L’activation du PAR-1 des ECFC stimule notamment l’expression des chimiokines pro-
inflammatoires CCL2 et CCL3, ayant un effet autocrine pro-angiogène (augmentation des 
potentiels de tubulogenèse et de migration des ECFC) mais également paracrine en 
favorisant le recrutement de monocytes et de polynucléaires neutrophiles. Cette stimulation 
d’expression de CCL2 et CCL3 passant par un mécanisme COX-2 dépendant (article en cours 
de finalisation). Ces effets de l’inflammation via l’activation du PAR-1 des ECFC sont des 





Les 3 études présentées dans cette thèse décrivent donc différentes situations où peuvent 
être impliqués les ECFC : les anomalies vasculaires associées à la fibrose, les pathologies 
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ischémiques et cardiovasculaires en situation chronique et aigue. A notre connaissance, elles 
constituent les premières études où sont évalués à la fois in vitro et in vivo, les effets du TGF-
β1, de la TSP-1 et du PlGF sur les propriétés angiogènes des ECFC, ces protéines se 
présentant comme des biomarqueurs plasmatiques vasculaires potentiels dans la FPI, l’AOMI 
et les SCA respectivement. Les résultats de ces travaux apportent de nouvelles données 
concernant le comportement des ECFC vis-à-vis de ces protéines plasmatiques. Déterminer 
le niveau de contribution de ces protéines en tant que biomarqueur plasmatique vasculaire à 
visée diagnostique, pronostique, ou de suivi, nécessite cependant des études cliniques 
complémentaires. Dans cette optique, il serait intéressant d’évaluer de nouvelles stratégies 
de biomarqueurs multiples dans ces pathologies, et d’essayer d’établir des scores cliniques 
permettant une meilleure prise en charge des patients.  
Ces pathologies humaines où une mobilisation des ECFC est probable, posent également la 
question du rôle possible des ECFC en tant que biomarqueur. Notre équipe a d’ailleurs 
récemment montré que le taux d’ECFC chez les patients atteints de FPI avait une tendance 
(non significative) à être inférieur par rapports à celui des sujets contrôles, pouvant refléter 
un phénomène de « homing » des ECFC du tissu pulmonaire fibrotique. Le taux de CFU-EC 
quant à lui était significativement plus bas chez les patients FPI que chez les contrôles. Les 
taux de PEC (CFU-EC et ECFC) étaient par contre inversement corrélés à la DLCO chez les 
patients atteints de FPI 263. 
Dans le domaine du développement d’un produit de thérapie cellulaire utilisable dans les 
pathologies ischémiques, les résultats de ces 3 études confirment que les ECFC restent un 
candidat intéressant, même si l’expansion de ce type cellulaire à l’échelle industrielle reste 
un problème d’actualité. La possibilité de réorienter les cellules souches pluripotentes 
reprogrammées (« induced Pluripotent Stem Cells », iPSC) vers la lignée endothéliale 
représente une voie intéressante pour franchir cet obstacle. Les produits de thérapie 
cellulaire combinés (par exemple, progéniteurs endothéliaux associés aux cellules souches 
mésenchymateuses) semblent également constituer une nouvelle piste prometteuse dans 
les pathologies ischémiques d’après les résultats des études précliniques déjà disponibles. 
Nos différents travaux montrent que l’utilisation potentielle d’ECFC comme produit de 
thérapie cellulaire doit tenir compte de l’influence de l’environnement pathologique sur les 
propriétés angiogènes des ECFC. Dans l’AMI par le biais de la TSP-1, les propriétés pro-
angiogènes des ECFC seraient diminuées et ces cellules pourraient donc rencontrer des 
difficultés à s’implanter au niveau des sites ischémiés ; il serait envisageable dans ce 
contexte d’utiliser les ECFC combinés à un anticorps bloquant l’effet anti-angiogène de la 
TSP-1. Dans les SCA via le PlGF, l’environnement est plutôt pro-angiogène donc 
potentiellement favorable à l’implantation des ECFC ; une des possibilités pour optimiser les 
ECFC dans ce contexte serait de préconditionner ces ECFC de manière à surexprimer leur 
VEGFR1. Enfin dans la FPI via l’effet du TGF-β1, malgré son action pro-angiogène vis-à-vis des 
ECFC, l’augmentation de leur participation au développement de la fibrose ne peut être 
exclue, notamment par l’induction d’une transition endothéliale-mésenchymateuse. 
L’expansion des ECFC et leur optimisation en fonction du contexte pathologique ciblé 














Figure 9 : Représentation schématique récapitulant les effets des potentiels biomarqueurs plasmatiques 
étudiés dans cette thèse, sur les propriétés angiogènes des ECFC, dans le cadre des modèles pathologiques 
d’étude choisis. FPI : fibrose pulmonaire idiopathique ; AMI : artériopathie des membres inférieurs ; SCA : 
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Les cellules endothe´liales circulantes
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Résumé. L’endothe´lium et le maintien de son inte´grite´ sont au centre de
nombreuses pathologies cardiovasculaires, pulmonaires et cance´reuses.
De nombreuses e´tudes ont identifie´ diverses sous-populations cellulaires
circulantes qui permettent une exploration non invasive de la dysfonction/
activation de l’endothe´lium. Parmi ces biomarqueurs, les cellules endothe´-
liales circulantes (CEC) pourraient eˆtre conside´re´es comme un marqueur de
le´sion et/ou d’activation endothe´liale, tandis que les proge´niteurs endothe´-
liaux circulants (PEC) seraient implique´s dans le processus de re´ge´ne´ration.
L’injection de proge´niteurs endothe´liaux (PEC) cultive´s ex vivo ou prove-
nant de cellules mononucle´e´es me´dullaires a montre´ une efficacite´ dans
les mode`les pre´cliniques et cliniques de ne´ovascularisation. Cependant,
l’origine et la de´finition exacte de la population de cellules responsables
de ces be´ne´fices cliniques restent controverse´es. Cette revue re´capitule les
diffe´rentes me´thodes de´crites pour l’isolement et la caracte´risation des CEC
et des PEC ex vivo ainsi que les perspectives d’utilisation de ces deux
marqueurs cellulaires en pathologie humaine.
Mots cle´ : cellule endothéliale circulante, progéniteur endothélial, thrombine, PAR-1,
BMP, expansion
Abstract
Circulating endothelial cells and endothelial progenitor cells:
cell therapy product or vascular biomarker?
The endothelium, and the maintenance of its integrity, is at the crossroads of
many cardiovascular, pulmonary and cancer diseases. Many published
studies have highlighted some cellular circulating markers of endothelial
dysfunction, allowing a noninvasive exploration of the endothelium.
Among these markers, circulating endothelial cells (CEC) are currently
considered as a surrogate marker of endothelial lesion and/or activation,
while endothelial progenitor cells (EPC) are thought to be involved in the
regenerative process. Administration of EPC contained in bone marrow
Tire´s a` part :
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Cette revue récapitule les différentes méthodes décrites
pour l’isolement et la caractérisation des CEC et des PEC
ex vivo ainsi que les perspectives d’utilisation de ces deux
marqueurs cellulaires en pathologie humaine.
Cellules endothéliales circulantes
Origine, méthodes d’identification des CEC
Le concept de CEC est né dans les années 1970 avec les
expériences de Bouvier et al. qui, après injection d’endo-
toxine à des lapins, montraient la présence dans le sang péri-
phérique de cellules identifiées morphologiquement
comme endothéliales sur des frottis colorés au May-
Grünwald Giemsa. Les CEC sont des cellules matures qui
se sont détachées de la monocouche intimale suite à une
agression de l’endothélium. La présence dans le sang
périphérique de ces CEC pourrait représenter un bon
marqueur des lésions de la paroi avec mise à nu du sous-
endothélium thrombogène.
Dans la circulation, les CEC représentent seulement entre
0,01 et 0,0001 % des cellules mononucléées [1]. Les tech-
niques doivent donc permettre, dans un premier temps, un
enrichissement de ces cellules, puis leur identification.
A l’origine, les CEC étaient identifiées par des marquages
réalisés sur des frottis sanguins. C’est l’introduction d’anti-
corps plus spécifiques des cellules endothéliales tels que le
S-Endo1 dans les années 1990, qui a permis le développe-
ment de deux nouvelles techniques de quantification :
l’IMS et la cytométrie en flux [2]. Le S-Endo1, anticorps
d’isotype IgG1 développé par l’équipe de F. Dignat-
George (Marseille, France), présente une forte réactivité
avec les HUVEC. Son antigène, le CD146, est largement
exprimé à leur surface (4 105 sites/HUVEC), ce qui rend
possible la détection d’événements rares. De plus, le S-
Endo 1 se lie peu aux leucocytes et aux plaquettes. En
1997, Solovey et al. ont utilisé un nouvel anticorps mono-
clonal anti-CD146, le P1H12, dans la drépanocytose [3].
Cet anticorps reconnaît des endothéliums de différents tis-
sus et différentes espèces. Le CD146 est l’antigène de
choix comme marqueur des CEC. Cependant, il a aussi
été décrit sur d’autres cellules de la paroi vasculaire, ainsi
que des cellules malignes. Des précautions dans l’analyse
sont donc nécessaires pour en assurer la spécificité.
L’IMS est une technique adaptée à la détection des événe-
ments rares. Des billes magnétiques sont recouvertes d’un
anticorps monoclonal, le S-Endo 1, reconnaissant l’anti-
gène CD146, et mises en contact avec le sang total. Les
billes se fixent alors à la surface des CEC. L’utilisation
d’un portoir magnétique qui retient les billes le long de la
paroi permet une élimination facile de tous les éléments
n’exprimant pas le CD146. Les cellules isolées sont ensuite
comptées en cellule de Nageotte au microscope à fluores-
cence après une incubation avec de l’acridine orange, qui
s’incorpore à l’ADN et confère aux cellules une fluores-
cence et/ou unmarquage avec de l’isolectine B4 spécifique-
ment endothéliale. La quantification des CEC par IMS et
marquage à l’acridine orange demande de l’expérience et
du temps technique. Avec cette technique, le nombre de
CEC chez le sujet normal est compris entre 0 et 10 cellu-
les/millilitre [1]. Les PEC peuvent également exprimer le
CD146 [4] mais plusieurs éléments permettent de les diffé-
rencier des CEC, comme la morphologie et la taille des cel-
lules ou encore l’expression du CD133 [4].
La cytométrie en flux est l’alternative à l’IMS. Elle présente
un intérêt pour sa rapidité d’analyse des cellules à indivi-
dualiser parmi des populations hétérogènes, et pour leur
quantification. Cependant, la sensibilité rapportée dans
l’étude de 1991 était de 180 CEC/mL, ce qui est insuffisant
pour déterminer les valeurs de CEC chez les individus
sains. Avec la cytométrie en flux multiparamétrique, le
sang est marqué simultanément par des anticorps monoclo-
naux couplés à plusieurs fluorochromes [5]. Le CD45 est
couramment utilisé pour exclure les cellules hématopoïé-
tiques qui sont CD45+. Les cellules endothéliales sont iden-
tifiées par leur expression du CD31 et du CD146 et
l’absence de CD133 [6].
L’hétérogénéité des techniques et des définitions des CEC a
conduit à la proposition d’une standardisation de l’IMS par
Woywodt et al. en 2005 [1]. La taille des CEC est très
variable, allant d’amas de cellules multinucléées aux cellu-
les entières et aux microparticules. De plus, la morphologie
varie selon les pathologies. Une définition consensuelle des
CEC a donc été proposée : les CEC sont des cellules
nucléées ou non, de plus de 10 μm de longueur, avec plus
de cinq billes fixées et qui sont positives au marquage par la
lectine UEA-1.
Applications
Un nombre élevé de CEC est rapporté dans des situations
variées mais présentant toute une atteinte endothéliale :
maladies cardiovasculaires, maladies où l’endothélium est
la cible de pathogènes (rickettsie, cytomégalovirus), mala-
dies immunologiques, transplantation, cancer (tableau 1).
Le nombre de CEC isolées chez les individus sains est en
accord avec la notion d’événements rares (tableau 1). Dans
la plupart des pathologies, l’augmentation du nombre de
CEC semble être associée à une élévation des taux plasma-
tiques de marqueurs d’activation de l’endothélium incluant
le facteur Willebrand (vWF) [7], la thrombomoduline
soluble ou les molécules d’adhésion solubles (ICAM-1,
VCAM-1, E et P-sélectines), suggérant que l’activation
pathologique de l’endothélium pourrait être associée au











détachement cellulaire. Par ailleurs, le taux de CEC semble
varier avec l’étendue des lésions. En effet, les valeurs les
plus élevées sont trouvées dans les atteintes généralisées de
l’endothélium telles que la rickettsiose, la vascularite avec
présence d’ANCA (anticorps anti-cytoplasme des polynu-
cléaires), l’infection à cytomégalovirus. Un taux bas de
CEC dans le sang périphérique semble être le reflet de
l’intégrité vasculaire et de son bon fonctionnement.
Ainsi, les CEC représentent un marqueur non invasif de
l’altération endothéliale (figure 1). Dans les syndromes
coronariens aigus sans sus-décalage du segment ST [8],
elles sont un marqueur plus précoce que la troponine.
Leur taux pourrait même être un indicateur de la sévérité
de la pathologie. L’utilisation des CEC a été envisagée
pour évaluer l’efficacité thérapeutique dans le traitement
du cancer. Mancuso et al. ont montré, chez des patients
atteints d’un cancer sous traitement anti-angiogène, une
corrélation entre une survie prolongée et des taux de CEC
supérieurs à 11 CEC/μL à deux mois de traitement [2], ces
CEC étant principalement des cellules apoptotiques souli-
gnant l’efficacité du traitement.
À côté de ces données quantitatives, la caractérisation des
CEC par leur morphologie ou leur phénotype apporte
des informations très utiles pour la compréhension des
mécanismes physiopathologiques. Ainsi, il faut souligner
l’hétérogénéité morphologique des cellules isolées en
fonction du processus pathologique : cellules morphologi-
quement intactes mais de tailles différentes après angioplas-
ties et dans la drépanocytose, cellules d’aspect nécrotique
dans les infections à rickettsies et les vascularites à ANCA,
cellules apoptotiques ou formations multinucléées typique-
ment rencontrées dans les syndromes coronariens aigus [7].
L’étude du phénotype des CEC apporte des informations
sur leur origine par l’expression du CD36, par exemple :
Tableau 1. Quantification des cellules endothe´liales circulantes (CEC) selon le contexte clinique. Le nombre de CEC
chez les individus sains est e´galement rapporte´ ainsi que la pathologie e´tudie´e, l’anticorps et la technique utilise´s
Nombre de CEC/mL
Syndrome coronariens aigus
Infarctus du myocarde [35]
Infarctus du myocarde [45]
Infarctus du myocarde [30]





Vascularite associée aux ANCA [46]
Sclérose systémique [47]
Maladie de Kawasaki [48]
Lupus érythémateux disséminé [49]
Cancer






Maladies infectieuses et systémiques
Rickettsiose [50]













































































162 ± 454 (0-
30,1 ± 3,3
22,8 ± 18,2 (1-66)
IMS : immunoséparation magnétique ; IHC : immunohistochimie ; CF : cytométrie en flux ; DC : densité de centrifugation ; CEC : cellules endothéliales circulantes.











microvasculaire (CD36+) dans les crises vaso-occlusives
drépanocytaires [9] ou macrovasculaire (CD36–) dans
l’infarctus du myocarde [10]. Le développement de mar-
queurs spécifiques du site vasculaire permettrait ainsi de
localiser les lésions endothéliales. L’étude de l’expression
de certains antigènes par les CEC nous informe également
de l’état activé ou non de l’endothélium dans la pathologie
[7]. Toutes ces informations apportées par le phénotype per-
mettent d’avancer dans la compréhension des mécanismes
physiopathologiques. La numération des CEC apporte des
informations complémentaires dans le diagnostic, le pro-
nostic et le suivi de l’efficacité thérapeutique des maladies
vasculaires.
Notre équipe s’est plus particulièrement intéressée au
compartiment endothélial circulant dans l’hypertension
pulmonaire (HTP). Il s’agit d’une maladie rare, rapidement
mortelle en l’absence de traitement, et qui se caractérise par
une obstruction vasculaire pulmonaire conduisant à une
augmentation progressive des résistances à l’écoulement
sanguin et à terme à une défaillance cardiaque droite.
L’HTP se définit par une pression artérielle pulmonaire
moyenne (PAPm) supérieure à 25 mmHg au repos ou supé-
rieure à 30 mmHg à l’effort, mesurée lors du cathétérisme
cardiaque droit qui est l’examen de référence pour poser le
diagnostic d’hypertension pulmonaire [11]. Elle regroupe
plusieurs types classés en cinq groupes selon leurs caracté-
ristiques physiopathologiques, cliniques et leur traitement
[11], le premier groupe correspondant aux hypertensions
artérielles pulmonaires (HTAP). La dysfonction endothé-
liale a un rôle essentiel dans le développement de l’hyper-
tension pulmonaire [12]. Cette maladie se caractérise par un
remodelage vasculaire pulmonaire des artères de petit
calibre et des artérioles précapillaires. Les lésions plexi-
formes, prolifération anarchique de cellules endothéliales,
sont caractéristiques des HTAP idiopathiques, et un profil
anti-apoptotique des cellules endothéliales a été décrit dans
les formes irréversibles des HTAP secondaires à une cardio-
pathie congénitale [13]. Afin d’évaluer l’implication du
compartiment endothélial circulant au cours de l’HTAP,
nous avons quantifié les CEC dans une étude réalisée
chez des enfants souffrant d’HTAP secondaire à une
cardiopathie congénitale (32 patients). Nous avons montré
que le nombre de CEC serait un marqueur non invasif
d’irréversibilité de l’HTAP secondaire à ces cardiopathies
(57 [12;166] CEC/mL versus 3 [1;8] pour les contrôles et 3
[0;20] pour les formes réversibles, p < 0,05). Les CEC
seraient le reflet de lésions histopathologiques présentes
seulement dans certains types d’HTP et non celui de la
sévérité hémodynamique de la maladie. La quantification
des CEC contribue ainsi à la compréhension des mécanis-
mes physiopathologiques de l’HTP. Par ailleurs, la classifi-
cation des HTAP secondaires aux cardiopathies
congénitales en forme réversible ou irréversible condi-
tionne le choix du traitement, la chirurgie étant contre-
indiquée dans les formes irréversibles. Cette classification
est à l’heure actuelle très difficile et essentiellement
basée sur les paramètres hémodynamiques. La quantifi-
cation des CEC dans le sang périphérique pourrait
ainsi contribuer à l’orientation thérapeutique dans ce type
de pathologie [14].
* Référencés comme :
- Endothelial progenitor cells (EPC)
- Early-EPC
- Circulating angiogenic cells (CAC)
- CFU-Hill
- Culture-modified mononuclear cells (CMMC)
- CFU-EC
• Apparaissent en culture après 4 à 7 jours
• Expriment des marqueurs de monocytes
  et de cellules endothéliales
• Sécrètent de fortes concentrations de facteurs
  de croissance
• Cellules négatives pour BMP2/4 
* Référencés comme :
- Endothelial progenitor cells (EPC)
- Late-EPC
- Endothelial colonies forming cells (ECFC)
- Endothelial Progenitor Derived Cells (EPDC)
- Outgrowth endothelial cells (OECs)
- Blood outgrowth endothelial cells (BOECs)
- LPP-HPP endothelial cells 
• Apparaissent en culture après 7 à 20 jours
• Aspect pavimenteux caractéristique de la lignée
  endothéliale
• Expriment des marqueurs de cellules endothéliales
• Potentiel de prolifération important
• Cellules positives pour BMP2/4 
PEC précoces PEC tardifs
Figure 2. Caractérisation phénotypique des deux types de progéniteurs endothéliaux isolés par culture cellulaire in vitro.












Isolement des progéniteurs endothéliaux en culture :
deux entités cellulaires
Les cellules progénitrices endothéliales (PEC) peuvent être
isolés à partir de la moelle osseuse, du sang périphérique
adulte, de sang de cordon ombilical, ou encore à partir de
foie fœtal ou de tissu adipeux. Les méthodes d’isolement
classiques sont la mise en culture des cellules mononu-
cléées totales après séparation sur gradient de Ficoll ou
après une sélection positive par l’utilisation de microbilles
recouvertes d’anticorps spécifiques de marqueurs d’imma-
turité (CD133, CD34), endothéliaux (CD146) ou mono-
cytaires (CD14).
Les nombreux travaux consacrés à la biologie des PEC au
cours des dernières années font apparaître une hétérogé-
néité phénotypique avec obtention en culture d’au moins
deux types de cellules [15-17] :
– des cellules adhérentes dites « précoces » (early) qui,
après quatre à sept jours de culture, présentent certaines des
caractéristiques phénotypiques des cellules endothéliales.
Leur potentiel de prolifération est faible et elles expriment,
en outre, les marqueurs leucocytaires CD14 et CD45. Ce-
pendant, elles sécrètent de nombreuses cytokines qui parti-
ciperaient à leurs propriétés angiogéniques in vivo ;
– des cellules « tardives » (late), donnant naissance à des
colonies adhérentes apparaissant en deux à trois semaines,
à fort potentiel de prolifération. Les cellules qui en dérivent
après expansion ont un phénotype endothélial. Ces PEC
tardifs expriment le CD34 et le récepteur du VEGF
(VEGFR2 ou KDR). Selon leur origine, le potentiel de
prolifération de ces cellules est différent, ce qui a conduit
Ingram et al. à établir une hiérarchie à l’intérieur de ces
progéniteurs tardifs, similaire à la classification établie pour
les cellules souches hématopoïétiques [16].
La distinction en cellules précoces et tardives évoquée par
Hur et al. en 2004 a clarifié la dénomination des PEC. En
effet, comme cité plus haut, ces différents types cellulaires
étaient tous dénommés progéniteurs endothéliaux, avec
quelques variantes listées dans la figure 2. Les PEC préco-
ces, qui expriment le CD14, sont les cellules identifiées
par Asahara et al. en 1997 [18], et à propos desquelles
les travaux publiés sont les plus nombreux. Cependant,
leur origine et leur réelle appartenance aux cellules progé-
nitrices, d’une part, et à la lignée endothéliale, d’autre part,
sont encore discutées.
En 2005, Ingram et al. ont isolé au sein d’un endothélium
mature une sous-population qui exerçait des propriétés
clonogéniques et prolifératives de progéniteurs endothé-
liaux tardifs, ce qui a soulevé l’hypothèse d’une niche
vasculaire dans l’endothélium [19].
Caractérisation phénotypique des PEC
L’identification phénotypique des PEC est difficile du fait
de l’absence de marqueur spécifique les différenciant des
cellules endothéliales matures de type HUVEC (cellules
endothéliales de la veine de cordon ombilical) ou des
CEC. Au niveau des marqueurs membranaires mis en
évidence par immunohistochimie, par immunofluorescence
ou par cytométrie de flux, on retrouve la lectine UEA-1, le
CD31 (PECAM1), le CD146, la VE-cadhérine, ou encore le
VEGFR2. Les PEC peuvent être également identifiés grâce
à leur incorporation des LDL acétylés (qui est une propriété
partagée par les monocytes/macrophages et les cellules
endothéliales) ou leur expression intracellulaire de vWF
stocké dans les corps deWeibel-Palade. Les seules différen-
ces observées entre les cellules progénitrices et les cellules
endothéliales matures résident dans la coexistence de
marqueurs d’immaturité de type CD133 ou CD117 et des
marqueurs endothéliaux précédemment cités. Toutefois, il a
été publié par deux équipes que les cellules souches CD133+
ne seraient pas à l’origine de la lignée endothéliale [20, 21],
ce qui est contradictoire avec d’autres travaux, et avec le fait
que les PEC tardifs lors de leur émergence expriment des
taux non négligeables d’ARNm de CD133 [22, 23].
Comme nous l’avons détaillé dans le paragraphe précédent,
deux types de cellules au phénotype endothélial sont
obtenus en culture : les PEC précoces et tardifs (figure 2).
Un des marqueurs communs aux deux populations de PEC
est le récepteur VEGFR2. Toutefois, la caractérisation
phénotypique des PEC ne doit pas être réalisée de manière
isolée, mais accompagnée de tests permettant d’affirmer
leurs caractéristiques fonctionnelles en termes notamment
de capacité de prolifération.
Étant donné l’utilité potentielle des PEC comme marqueurs
cellulaires de cancer ou de pathologie cardiovasculaire,
mais également comme produits de thérapie cellulaire,
une meilleure caractérisation des PEC est nécessaire. Dans
ce contexte, notre équipe a recherché l’expression différen-
tielle de gènes de cellules souches dans chacun de ces types
cellulaires. Ainsi, nous avons montré une expression sélec-
tive des bone morphogenetic proteins 2 et 4 (BMP2/4) dans
les PEC tardifs par comparaison aux PEC précoces [24].
Les BMP appartiennent à la famille du TGF β. Ce sont
des cytokines impliquées dans la croissance des os et du
cartilage et dont le rôle est connu dans l’embryogenèse et
la formation précoce du squelette. Ainsi, nous avons
montré, outre un rôle angiogénique des BMP, que les
BMP2 et 4 induisent in vitro :
– l’engagement des cellules CD34+ vers la lignée endothé-
liale ;
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– et une augmentation du potentiel proangiogénique des
PEC tardifs, notamment en activant les propriétés de proli-
fération, de migration et de différenciation de ces cellules.
Par ailleurs, l’ajout de l’inhibiteur spécifique des BMP,
Noggin, au fibrobast growth factor dans un modèle d’im-
plant sous-cutané de Matrigel® chez la souris C57/Bl6J,
induit une inhibition importante de la vascularisation des
implants. Dans le modèle d’ischémie de la patte postérieure
chez la souris Nude, l’activation des PEC par les BMP2 et
4 augmente leur potentiel proangiogénique [24]. Enfin,
nous avons caractérisé le phénotype des cellules responsa-
bles de la néovascularisation observée dans des spécimens
d’amputation de patients présentant une ischémie critique
de jambe et ayant reçu une injection locale de cellules
mononucléées autologues de moelle osseuse [25]. Les
cellules endothéliales constituant les néovaisseaux sont
fortement positives pour BMP2/4, suggérant que les
cellules impliquées dans la néovascularisation ont un phé-
notype endothélial correspondant à celui des PEC tardifs et
permettant d’exclure l’hypothèse de l’incorporation de PEC
précoces au néovaisseau.
PEC et facteurs de risque cardiovasculaire
Des études cliniques ont montré que le nombre de PEC
circulants est inversement corrélé aux facteurs de risque
(FR) classiques d’athérosclérose [26, 27]. De plus, les
PEC isolés par cytométrie en flux (CD34+-KDR+ et quan-
tification des colonies early par le test Endocult®) chez les
patients coronariens présentent une diminution de leur
capacité migratoire, inversement corrélée avec le nombre
de FR cardiovasculaire [26]. Cependant, dans la plupart
des études cliniques brièvement résumées dans ce para-
graphe, le nombre de patients inclus est généralement faible
(< 100) et souvent comparé à des groupes de patients non
correctement appariés. Ainsi, l’étude princeps de Dimmeler
et al., qui a montré pour la première fois que le nombre et/ou
la fonctionnalité des PEC étaient inversement corrélés aux
FR cardiovasculaires, comprenait seulement 45 patients vs
15 témoins [26]. Du fait du manque de standardisation des
méthodes de quantification, les résultats des corrélations
cliniques présentés ici sont à interpréter avec prudence.
Des études récentes ont souligné les effets néfastes du
diabète de type 1 et 2 sur le nombre et la fonctionnalité
des PEC [28, 29]. Tepper et al. ont montré que, dans le
diabète de type 2, les capacités prolifératives et adhésives
des PEC sont réduites. De plus, les PEC de sujets diabéti-
ques forment moins de tubes en Matrigel® que des PEC de
sujets témoins. D’une manière intéressante, l’hémoglobine
glyquée est inversement corrélée au nombre et aux proprié-
tés fonctionnelles des PEC in vitro dans les diabètes de
types 1 et 2. Dans ce contexte, les effets néfastes de l’hyper-
glycémie ont été attribués à une diminution de la production
de NO et donc d’activité de la MMP-9 [30]. Enfin, dans un
modèle expérimental d’ischémie de la patte chez la souris
diabétique [31], il existe une diminution de la mobilisation
des PEC médullaires dans la circulation.
Un des principaux FR cardiovasculaire est l’augmentation
de la concentration d’une fraction lipidique, le LDL-C (low
density lipoprotein cholesterol). Cependant, peu d’études
ont étudié l’influence des LDL sur les PEC [32-35].
Les LDL oxydés seraient, en outre, capables d’induire
l’apoptose de ces cellules, ce qui pourrait expliquer la
baisse du nombre de PEC chez les patients présentant une
hyperLDLémie [34]. Les effets du LDL-C sur la sénescence
des PEC pourraient être contrebalancés par l’utilisation des
statines [36, 37]. Enfin, le HDL-C (high density lipoprotein
cholesterol) aurait un effet sur le nombre et la fonctionnalité
des PEC. En effet, les sujets ayant des taux bas de HDL-C
présentaient parallèlement des taux bas de PEC, cet effet
étant attribué à une moindre activation de la NOS3 par le
HDL-C. De plus, le HDL-C permettrait de prévenir l’apop-
tose des PEC en inhibant la caspase-3 [38].
Fumer est un FR cardiovasculaire important qui a été asso-
cié à une diminution du nombre de PEC [26]. Une étude
récente a montré que le rôle de la nicotine est très complexe
et dose-dépendant [39]. Chez l’homme, des niveaux bas de
PEC ont été retrouvés chez des fumeurs chroniques
(n = 15). Le taux de PEC remonte après arrêt du tabac en
moins de quatre semaines [40]. Cependant, aucune diffé-
rence n’a été retrouvée chez les patients ayant reçu un
patch de nicotine après l’arrêt du tabac, en comparaison
aux patients n’en ayant pas reçu. Ainsi, les effets directs
de la nicotine sur le nombre de PEC peuvent être discutés,
du moins in vivo.
L’inactivité physique a été associée à une plus grande
fréquence de maladies cardiovasculaires, mais également
à une augmentation du stress oxydatif, de l’athérosclérose
et des dysfonctions endothéliales [41]. Il a été mis en
évidence que les souris ayant une activité physique
régulière avaient un nombre de PEC plus élevé que les
souris soumises à un style de vie sédentaire. Chez
l’homme, une augmentation significative des PEC est
observée chez les patients qui ont repris une activité phy-
sique pendant un programme de réadaptation, chez des
patients coronariens soumis à un entraînement physique,
et chez des volontaires sains soumis à un exercice phy-
sique de 30 minutes [41].
En plus des FR cardiovasculaires, plusieurs pathologies car-
diovasculaires ont été associées à un nombre de PEC et à une
fonctionnalité diminués [42, 43]. Comme nous l’avons vu
dans le paragraphe précédent, le nombre de PEC circulants
est inversement corrélé avec les FR classiques d’athéro-











sclérose [26, 27]. De plus, les PEC isolés chez les patients
coronariens présentent des capacités migratoires inverse-
ment corrélées avec le nombre de FR cardiovasculaire
[26]. L’équipe de Hill a montré une forte corrélation entre
le nombre de PEC circulants et la présence de FR cardio-
vasculaire [27]. De plus, le taux de PEC circulants est un
meilleur facteur prédictif des dysfonctions endothéliales
que les FR habituels [27].
Dimmeler et al. ont étudié, dans un modèle de patte isché-
miée de souris immunodéprimée pouvant recevoir des
cellules humaines, les cellules mononucléées de la moelle
provenant de sujets sains et de patients atteints d’insuffi-
sance cardiaque (IC). Ils ont montré que les cellules issues
de patients souffrant d’IC avaient des propriétés de revas-
cularisation moindres que des sujets témoins. Des expérien-
ces in vitro ont également étudié les propriétés migratoires
de ces cellules provenant de patients atteints d’IC. Dans le
modèle de chambre de Boyden, ces cellules migrent moins
vers le VEGF et le SDF-1 que les cellules mononucléées
issues d’individus sains [44].
À ce jour, une seule étude a inclus un nombre conséquent de
sujets [45]. Ainsi, la valeur pronostique du nombre de PEC
circulants a été étudiée par Werner et al. Cette étude
prospective a quantifié le nombre de PEC CD34+/KDR+
par cytométrie en flux chez 519 patients coronariens [45].
L’association entre le taux de base des PEC, la mortalité
cardiovasculaire, la survenue d’un premier événement
cardiovasculaire (infarctus du myocarde, hospitalisation,
revascularisation et mort cardiovasculaire) et toute cause
de mortalité après 12 mois a été évaluée. La période sans
événements cardiovasculaires cumulés a été corrélée au
taux de PEC circulants CD34+/KDR+, à la mortalité
cardiovasculaire et à la date du premier événement cardio-
vasculaire. Les taux élevés de PEC ont été corrélés à une
faible mortalité cardiovasculaire et à une survenue du
premier événement cardiovasculaire plus tardive [45].
Exploration fonctionnelle des PEC in vivo
L’existence des PEC dans le sang périphérique de l’homme
adulte a rapidement suscité des perspectives en thérapie
cellulaire. En effet, la preuve du concept réalisée dans un
premier temps chez le petit animal a permis de valider
l’efficacité de ces cellules. Il est à noter que les PEC préco-
ces et tardifs ont un effet similaire et synergique dans ces
modèles [15, 46]. Depuis la mise en évidence de l’origine
médullaire des PEC, de nombreux essais cliniques ont
évalué l’intérêt de l’injection de cellules mononucléées
autologues d’origine médullaire dans l’ischémie du
myocarde, l’IC et l’ischémie critique. Dans l’ischémie du
myocarde, plus de 20 essais sont publiés à ce jour, dont près
de la moitié randomisés, qui ont montré un effet globale-
ment positif [47]. Certains de ces essais ont même utilisé
des cellules triées CD34+ ou CD133+. Dans l’ischémie
critique, le nombre d’études est plus limité depuis l’étude
princeps de Tateishi-Yuyama [48]. Dans notre expérience
(PHRC OPTIPEC, investigateur principal : Joseph Emme-
rich), l’observation de pièces d’amputation de patients
ayant reçu une injection locale de cellules médullaires a
permis de mettre en évidence un processus actif de néovas-
cularisation [24, 25].
À l’issue de l’observation des effets bénéfiques retrouvés
dans ces essais précliniques et cliniques, une abondante
littérature est parue au cours de ces dernières années afin
de tenter d’expliquer les rôles respectifs des PEC précoces
et tardifs, et de mieux connaître leurs propriétés fonction-
nelles respectives.
Préconditionnement des PEC
Une des stratégies possibles de développement d’un produit
de thérapie cellulaire serait d’augmenter les propriétés
angiogéniques des PEC par un conditionnement in vitro.
Ainsi, le traitement des PEC par le VEGF [49] induit une
augmentation de synthèse de l’intégrine α6. Le prétraite-
ment des PEC avec du SDF-1 permettrait la surexpression
des sous-unités α4 et αM impliquées dans le homing des
cellules immatures vers le site d’ischémie, et renforce
l’adhérence des PEC à l’endothélium mature [50]. Bien
évidemment, ces procédés, s’ils devaient être utilisés en
thérapie cellulaire, devront être développés dans des condi-
tions de grade clinique.
L’extrapolation de données précliniques chez la souris avait
permis d’estimer la quantité de sang nécessaire à prélever
chez l’homme pour obtenir un produit de thérapie cellulaire
endothélial à environ 19 L. Il faut donc nécessairement
trouver un moyen d’augmenter le nombre de PEC par une
mobilisation in vivo ou une méthode d’expansion in vitro
adéquate. Les inhibiteurs de l’HMG-CoA réductase, les
statines, ont été les premières molécules publiées ayant la
capacité de mobiliser les PEC chez des patients coronariens
ainsi que dans des modèles expérimentaux [36, 37]. Cela
s’accompagne d’une augmentation des capacités migratoires
des PEC in vitro et in vivo. Les mécanismes par lesquels
les statines agissent sur les PEC ne sont pas clairs mais
pourraient impliquer l’activation de la PI3-kinase, d’Akt
et l’activation de la NO synthase endothéliale (eNOS)
[36, 51]. Le NO joue un rôle crucial dans les PEC et son
expression est indispensable pour la mobilisation des cellu-
les médullaires et des PEC. De plus, des composés activa-
teurs du NO induisent la différenciation de cellules souches
en cellules hématopoïétiques et endothéliales, et pourraient
être utilisés dans le prétraitement des cellules des patients
présentant un infarctus du myocarde [52].











D’autres stratégies proposent l’utilisation de la E-sélectine
soluble [53], l’activation de l’éphrine B4 par le Fc-éphrine
B2 [54], ou l’activation de la β2 intégrine [55] par des anti-
corps, afin d’augmenter les propriétés angiogéniques des
PEC. Une des pistes développées par notre groupe est
l’activation du récepteur à la thrombine PAR-1 par le
peptide SFLLRN.
En effet, les données de la littérature ont montré l’implica-
tion du PAR-1 dans l’angiogenèse embryonnaire et le rôle
de l’activation de ce récepteur par la thrombine ou par le
peptide SFLLRN (qui mime l’effet de la thrombine sur
son récepteur PAR-1 sans en entraîner le clivage) sur les
fonctions biologiques des cellules endothéliales matures.
Ces différents travaux nous ont incités à étudier le rôle du
PAR-1 dans la biologie des PEC. Nous avons montré que
l’activation de ce récepteur sur les PEC isolés de sang de
cordon par le peptide SFLLRN favorise toutes les étapes
de l’angiogenèse que sont la prolifération, la migration et
la différenciation cellulaire (figure 3) [23].
Nous avons recherché les possibles interactions du PAR-1
avec l’angiopoïétine 2. En effet, en plus de ses rôles déjà
connus dans la formation de l’arbre vasculaire, Hildbrand
et al. [56] ont montré que l’angiopoïétine 2 avait un rôle
dans l’expansion des PEC ex vivo. Ainsi, nous avons pu
attribuer l’effet prolifératif de l’activation du PAR-1 sur
les PEC à l’induction de l’expression du gène de l’angio-
poïétine 2 et de la synthèse de la protéine [57].
Pour expliquer les effets de l’activation du PAR-1 sur la
migration et la différenciation cellulaire, nous avons mis
en évidence un rôle du système autocrine SDF-1 et de son
récepteur CXCR4. La migration est essentielle pour le
homing des PEC vers les tissus ischémiques. Les deux
principaux facteurs de croissance libérés lors de l’hypoxie
d’un tissu, induite par une ischémie expérimentale ou
clinique, sont le VEGF et le SDF-1. Les cellules activées
par le SFLLRN migrent en chambre de Boyden vers le
VEGF et le SDF-1, mais toutefois de manière significative-
ment plus importante vers le SDF-1. Un des mécanismes
candidats pour expliquer cette réponse vis-à-vis du SDF-1
est l’augmentation d’expression de CXCR-4 observée à la
surface des cellules.
Après un conditionnement des PEC avec le SFLLRN, une
augmentation de formation de structures tubulaires en
Matrigel® est observée, celle-ci étant bloquée en présence
d’anticorps anti-CXCR-4 et anti-SDF-1. Ici encore, comme
pour la migration, et de façon indépendante d’une induction
de la prolifération, nous avons montré le rôle de la
surexpression de SDF-1 et de CXCR-4 suite à l’activation
de PAR-1. Ces effets sur la différenciation cellulaire sont
indépendants de la voie VEGF/VEGFR2. Ainsi, l’effet
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Figure 3. Rôle pléiotrope de l’activation du principal récepteur de la thrombine (PAR-1) sur les progéniteurs endothéliaux circulants.











pendamment du VEGF, pourrait être une spécificité des
PEC par rapport aux cellules endothéliales matures. Enfin,
la thrombine est également un facteur pro-inflammatoire,
tout comme l’interleukine-8 (IL-8), chémokine pro-
inflammatoire, qui possède des propriétés angiogéniques
par interaction avec ses récepteurs CXCR1 et CXCR2.
Ainsi, nous nous sommes intéressés aux potentielles inter-
actions PAR-1/IL-8 sur les PEC précoces et tardifs. L’IL-8
est fortement exprimée dans les PEC précoces, et son taux
dans le milieu conditionné est inchangé après activation du
PAR-1. En revanche, la sécrétion d’IL-8 par les PEC tardifs,
très faible en conditions basales, est fortement augmentée
après activation du PAR-1. L’expression des gènes des
récepteurs de l’IL-8, CXCR1 et CXCR2, a été observée
uniquement chez les PEC précoces, et l’IL-8 des milieux
conditionnés de PEC tardifs activés par le peptide activateur
de PAR-1 induit la migration en chambre de Boyden des
PEC précoces. L’inhibition du PAR-1 par ARN interférence
inhibe la voie AP-1 et NF-kB, et abolit la synthèse d’IL-8
autant au niveau basal qu’après stimulation du PAR-1.
Ces résultats suggèrent que ce processus pourrait participer
à la coopération entre les deux types de progéniteurs pendant
la néovascularisation, médiée par un effet paracrine [58].
Le rôle de la thrombine est essentiel dans les processus
d’athérothrombose. Une fraction active de la thrombine
étant liée au caillot de fibrine, nous avons également
examiné l’impact d’un réseau de fibrine sur les propriétés
des PEC. Nous avons montré que le réseau de fibrine auto-
logue constitue une matrice permettant aux PEC d’acquérir
des propriétés anticoagulantes et antifibrinolytiques en plus
de leurs propriétés angiogéniques [59]. Cela pourrait repré-
senter une piste intéressante comme biomatrice pour
l’expansion des PEC, d’autant que ce procédé existe déjà
en conditions de grade clinique.
Conclusion
L’endothélium vasculaire est un organe dynamique à la
croisée des chemins entre le remodelage vasculaire, le déve-
loppement de la plaque d’athérosclérose et de ses compli-
cations ischémiques. L’homéostasie endothéliale, résultant
d’un équilibre entre les lésions et la régénération, est
sûrement reflétée par le compartiment endothélial circulant
composé des cellules progénitrices endothéliales et des
CEC. Ces cellules circulantes peuvent ainsi être considé-
rées comme nouvelle classe de biomarqueur du dysfonc-
tionnement vasculaire. De plus, ces cellules pourraient
être utilisées comme des outils d’évaluation de l’impact
des stratégies thérapeutiques visant à améliorer la fonction
vasculaire dans des désordres cardiovasculaires et/ou
pulmonaires. Ainsi, les cellules progénitrices endothéliales
autologues sont une source potentielle pour le développe-
ment d’un produit de thérapie cellulaire. L’expérience
acquise suggère que la possibilité d’amplifier les PEC
circulants de l’adulte reste actuellement limitée, et, dans
ce contexte, la place de cellules endothéliales allogéniques
issues de banques de cordon ombilical reste à définir. Ainsi,
la question de l’utilisation de cellules endothéliales isolées à
partir de cellules souches embryonnaires ou de cellules
souches pluripotentes induites (iPS) se pose. Ces cellules
pourraient constituer un outil thérapeutique intéressant
pour revasculariser les tissus ischémiques. C’est pourquoi
la production de cellules iPS hautement prolifératives
autologues et leur amplification in vitro pourrait constituer
un enjeu clinique considérable dans les pathologies
cardiovasculaires.■
Conflit d’intérêts : aucun.
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The Wnt Antagonist Dickkopf-1 Increases Endothelial
Progenitor Cell Angiogenic Potential
David M. Smadja, Cle´ment d’Audigier, Louis-Bastien Weiswald, Ce´cile Badoual,
Virginie Dangles-Marie, Laetitia Mauge, Sole`ne Evrard, Ingrid Laurendeau, Franc¸ois Lallemand,
Ste´phane Germain, Franc¸oise Grelac, Blandine Dizier, Michel Vidaud, Ivan Bie`che, Pascale Gaussem
Objective—To determine the role of Wnt antagonist Dickkopf (DKK) 1 in human endothelial colony-forming cells
(ECFCs) in view of the emerging importance of Wnt pathways in vascular biology.
Methods and Results—Endothelial progenitor cells have been proposed to be crucial in tumor neovascularization.
Recombinant DKK1 has been tested in ECFC angiogenic properties in vitro. DKK1 enhanced ECFC proliferation and
the capacity of ECFCs to form pseudotubes in Matrigel. These effects have been attributed to enhancement of vascular
endothelial growth factor receptor 2, SDF-1, and CXCR4. DKK1 gene silencing has been realized on ECFCs and
mesenchymal stem cells, and we found that DKK1 silencing in the 2 cell types decreased their angiogenic potential. We
then examined the possible role of DKK1 in tumor neovasculogenesis and found that blood vessels of breast cancer
tissues expressed DKK1 far more strongly in human breast tumors than in normal breast tissues. By studying 62 human
breast tumors, we found a significant positive correlation between DKK1 expression and von Willebrand factor. In vivo,
DKK1 strongly enhanced the vascularization of Matrigel plugs and increased tumor size in a xenograft model of human
breast carcinoma in nude mice.
Conclusion—DKK1 enhances angiogenic properties of ECFCs in vitro and is required for ECFC and mesenchymal stem
cell angiogenic phenotypes in vivo. DKK1 also increases tumoral angiogenesis. Thus, we demonstrated a major role of
DKK1 in angiogenic processes. (Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2010;30:2544-2552.)
Key Words: vascular biology n endothelial progenitor cells n Wnt-DKK1
W ingless related proteins (Wnts) are powerful regulatorsof cell proliferation and differentiation, and their
signaling pathway involves proteins that participate directly
in both gene transcription and cell adhesion.1 The major
signaling pathway of Wnt is the canonical pathway that
results from Wnt binding to the frizzled and low-density-
lipoprotein-receptor-related protein (LRP) families on the cell
surface. Complex formation induces b-catenin nuclear entry
and forms a complex with transcription factor T cell factor
(TCF) and/or lymphoid enhancer factor (LEF) to activate
transcription of Wnt target genes. The Wnt pathway is
modulated by several Wnt antagonists, including Dickkopfs
(DKKs).2 The DKK family encodes secreted proteins of 255
to 350 amino acids and comprises 4 main members in
vertebrates (DKK1 to DKK4). DKK1, the most widely
studied member of this family, has been implicated in various
physiological and pathological processes in human adults.
DKK1 mediates inflammation in atherosclerotic lesions3 and
mobilizes progenitor cells by activating the bone marrow
endosteal stem cell niche.4 Recently, serum levels of DKK1
correlated with the extent of bone disease in patients with
multiple malignant neoplasms, such as breast cancer.5 In
tumoral angiogenesis, endothelial cells have distinct gene
expression profiles when compared with normal endothelial
cells. Notably, they express high levels of DKK3.6,7 How-
ever, the role of DKK1 in tumoral angiogenesis and postnatal
vasculogenesis by endothelial progenitor cells (EPCs) has not
yet been studied.
Bone marrow–derived cells have been shown to contribute
to tumor neovasculature.8,9 The active cell population in bone
marrow–derived cells has been proposed to be EPCs.10–13
EPCs are a crucial interface in tumor neovascularization and
dissemination14 and have been considered as a breast tumor
biomarker.15 At least 2 populations of EPCs have been
described.16 “Early” EPCs, also called “circulating angio-
genic cells” (CACs), are spindle shaped and express both
Received on: April 17, 2010; final version accepted on: August 26, 2010.
From the Universite´ Paris Descartes (D.M.S., C.d.’A., L.-B.W., C.B., V.D.-M., L.M., S.E., I.L., M.V., I.B., and P.G.), Paris, France; Inserm UMRS765
(D.M.S., C.d.’A., L.M., S.E., F.G., B.D., and P.G.), Faculté de Pharmacie, Paris, France; AP-HP (D.M.S., C.d.’A., C.B., L.M., S.E., S.G., and P.G.),
Hoˆpital Europe´en Georges Pompidou, Paris, France; IFR71 (L.-B.W.), Sciences du Médicament, Université Paris Descartes, Paris, France; Inserm
UMRS970 (C.B.), Paris, France; Inserm UMRS832 (V.D.-M.); Preclinical Investigation Unit, Institut Curie, Paris, France; Inserm UMRS745 (I.L., M.V.,
and I.B.), Faculté de Pharmacie, Paris, France; Laboratoire Oncoge´ne´tique (F.L. and I.B.), Centre Rene´ Huguenin, Saint-Cloud, France; and Inserm
UMRS833 (S.G.), Collège de France, Paris, France.
Drs Weiswald and Badoual contributed equally to the study.
Correspondence to David Smadja, PharmD, PhD, 4 Ave de l’Observatoire, 75006 Paris, France. E-mail david.smadja@egp.aphp.fr
© 2010 American Heart Association, Inc.
Arterioscler Thromb Vasc Biol is available at http://atvb.ahajournals.org DOI: 10.1161/ATVBAHA.110.213751
2544 at CHILDRENS HOSPITAL on November 17, 2010 atvb.ahajournals.orgDownloaded from 
endothelial and leukocyte markers. “Late” EPCs, also called
endothelial colony-forming cells (ECFCs),11,17 develop after
2 to 3 weeks of culture and have the characteristics of
precursor cells committed to the endothelial lineage. CACs
and ECFCs have therapeutic potential; however, in vivo, cells
that merge into neovessels have an ECFC phenotype.11,12 To
determine the potential of ECFCs as a cell therapy product
and/or as an angiogenic cell type responsive of tumoral
angiogenesis, a better understanding of the mechanisms
underlying their angiogenic properties is needed.
Herein, we report that the Wnt canonical pathway antago-
nist DKK1 enhances the angiogenic properties of ECFCs.
Because increased DKK1 levels are found in the serum of
patients with breast cancer,5 we suspected that DKK1 might
correlate with breast tumor vascularization. We further inves-
tigated how DKK1 secreted from ECFCs, and from another
proposed angiogenic cell type (mesenchymal stem cells
[MSCs]), could interfere with cell angiogenic properties.
Methods
Experiments, including in vitro angiogenic assays, reverse transcrip-
tion–quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR), and in vivo
Matrigel plug, have been described elsewhere and in detail in
supplemental files (available online at http://atvb.ahajournals.org).
A human breast carcinoma xenograft-12 (HBCx-12) was previ-
ously described.18 HBCx-12 xenograft fragments of 30 mm3 were
subcutaneously grafted into the interscapular fat pad of 4- to
6-week-old female athymic nude mice (Janvier, Le Genest St Isle,
France).
When the tumors reached a volume of approximately 200 mm3,
animals were ranked according to the tumor volume and divided into
3 groups (6 animals per group) such that the mean and median of
tumor volume of the 3 groups were closely matched. Treatment was
started on day 1 and given over 3 weeks. Mice were injected twice
a week peritumorally with recombinant mouse DKK1 at a dosage of
100 or 500 ng per animal or with PBS containing 0.1% bovine serum
albumin as a vehicle control, in a total volume of 100 mL.
The study was approved by the local ethics committee of Hoˆpital des
Instructions et des Arme´es de Begin in France (registration number:
201008043234797), and the study protocol conformed to the ethical
guidelines of the Declaration of Helsinki.
Results
Differential Expression of the Wnt Canonical
Pathway in CACs and ECFCs
The starting material used to isolate endothelial populations
consisted of mononuclear cells (MNCs) from either adult
peripheral blood or human umbilical cord blood. On day 5,
CAC colonies were identified as elongated sprouting cells
that express leukocyte, monocyte, and endothelial markers
(supplemental Figure I). ECFCs have a cobblestone appear-
ance typical of the endothelial lineage and express only
endothelial markers (supplemental Figure I). To identify the
Wnt canonical pathway components expressed in human
ECFCs and CACs, gene expression of LRP5, LRP6, and
TCF/LEF transcription cofactors was quantified by RT-
qPCR. Total RNA was isolated from adult peripheral blood
and cord blood ECFCs between 30 and 40 days of culture and
from CACs after 5 days of culture. LRP5/LRP6 were strongly
expressed by ECFCs from both sources; they were 100-fold
lower expressed by CACs (supplemental Figure II). Because
these genes encode Wnt coreceptors specific for the canonical
pathway, this finding suggested that the b-catenin pathway is
constitutively expressed in ECFCs but not in CACs. We
confirmed the presence of b-catenin protein in ECFCs by
Western blot and its absence from CACs (supplemental
Figure II). We detected b-catenin mRNA in CACs, at a level
comparable to that found in total MNCs and whole blood
(supplemental Figure III) and significantly lower than that
found in ECFCs from adult or cord blood. Moreover, we
found strong expression of Wnt ligands and fizzled (FZD)
receptors in CACs (supplemental Figure IV), strongly sug-
gesting that the Wnt pathway is expressed in CACs, even if
b-catenin is not detected at the protein level. TCF/LEF gene
expression also differed between the 2 types of EPC (supple-
mental Figure II). Indeed, although TCF like 1 (TCFL1) and
TCF like 2 (TCFL2) or TCF4 were strongly expressed in
ECFCs, LEF1 and TCF7 were expressed at high levels in
CACs but not in ECFCs.
Wnt Antagonist DKK1 Enhances Angiogenesis
Mediated by ECFCs in Vitro
Based on our finding that the b-catenin pathway is present in
ECFCs, and on recent data showing a role of Wnt signaling in
endothelial commitment of embryonic stem cells,19 we first
investigated the effect of the Wnt canonical pathway antag-
onist DKK1 on the emergence of ECFC colonies. As shown
in Figure 1A, adding DKK1 (human recombinant DKK1,
R&D Systems, Lille, France) from the first week of culture
did not modify the number of ECFC colonies obtained with
MNCs from either cord or adult blood (P50.31 and P50.23,
respectively). Moreover, DKK1 did not modify the length of
this period (P50.22 for cord blood, and P50.92 for adult
blood) (Figure 1B). We also observed a more important size
of colonies observed at day 14 of culture (supplemental
Figure V).
We further studied the angiogenic implication of DKK1 in
cord blood–derived ECFCs. Thus, to examine the effects of
DKK1 on proliferation, ECFCs were treated with recombi-
nant DKK1 for 72 hours. As shown in Figure 1C and 1D, 100
and 1000 ng/mL of DKK1 significantly promoted ECFC
proliferation, which was measured with 2 different methods
(para-nitrophenyl phosphate [pNPP] release in Figure 1C and
Tritiated thymidine ([3H-TdR]) incorporation in Figure 1D),
with no dose effect between 100 and 1000 ng/mL. Lower
doses, ranging between 1 and 10 ng/mL, had no proliferative
effect on ECFCs (data not shown). To determine whether
DKK1 is involved in progenitor proliferation or endothelial
cell proliferation in general, we explored its effect on human
umbilical vein endothelial cells and found that, in this mature
cell type, DKK1 had no proliferative effects (supplemental
Figure VI). We used a Matrigel model (Beckton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ) to examine the capacity of DKK1-acti-
vated ECFCs to differentiate into capillary-like structures.
Treatment with DKK1 induced a significant increase in
ECFC organization into branched structures and pseudotubes
with enclosed areas (Figure 1F). Overall, DKK1 did not
modify the commitment of MNCs to ECFCs; instead, it
stimulated their angiogenic properties in vitro.
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CXCR4 and Vascular Endothelial Growth Factor
Receptor 2 Pathway Blockade Inhibits ECFC
Proliferation and Tube Formation Induced by
DKK1 Activation
To decipher the specific role of DKK1 in ECFCs, we
quantified DKK1-induced transcriptional modifications by
real-time RT-qPCR. We focused on angiogenic factors, such
as vascular endothelial growth factor (VEGF), angiopoietins,
and stromal cell-derived factor-1 (SDF-1), and their recep-
tors. No change in angiopoietin gene expression was ob-
served. In contrast, we found that VEGF receptor 2
(VEGFR2), SDF-1, and chemokine (CXC motif) receptor 4
(CXCR4) were slightly increased after 8 and 12 hours; a
strong increase was observed after 24 hours (supplemental
Table). CXCR4 and VEGFR2 protein expression, quantified
by flow cytometry, was increased at 48 hours (supplemental
Figure VII). Given the role of DKK1 in VEGFR2 and
CXCR4/SDF-1 gene expression, we examined the effect of
anti-CXCR4– and anti-VEGFR2–blocking antibodies on
DKK1-induced proliferation and tubule morphogenesis. The
proliferative effect of DKK1 was abrogated by anti-VEGFR2
but not by anti-CXCR4 (Figure 1E). Conversely, the DKK1-
induced increase in tube formation in Matrigel was blocked
by anti-CXCR4 but not by anti-VEGFR2 (Figure 1F) or by
the irrelevant isotype-matched antibody (supplemental Figure
VIII and supplemental Figure IX).
Figure 1. DKK1 induces ECFC prolifera-
tion and differentiation by increasing
VEGFR2 and CXCR4 expression,
respectively. A, Quantification of ECFC
numbers with and without DKK1. B,
Delay of appearance of ECFC with and
without DKK1. C, ECFC proliferation,
evaluated by measuring pNPP release
induced by DKK1, 100 and 1000 ng/mL.
D, ECFC proliferation, evaluated by mea-
suring 3H thymidine incorporation
induced by DKK1, 100 and 1000 ng/mL.
E, VEGFR2 blockade inhibits DKK1-
induced proliferation. F, CXCR4 block-
ade inhibits DKK1-induced tubule forma-
tion. AB indicates adult peripheral blood;
CB, cord blood. *p,0.05.
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Comparative DKK1, VEGFR2, and SDF-1
Pathway Gene Expression in Human
Breast Tumors
To explore the role of DKK1 in breast tumor vascularization,
we quantified the expression of DKK1, VEGFR2, CXCR4,
and SDF-1 by real-time RT-qPCR and the degree of neovas-
cularization, quantified by von Willebrand factor (vWF) expres-
sion, in a well-characterized series of 62 estrogen receptor
a–positive human breast tumors. We found that DKK1 expres-
sion was increased in breast cancer tissue compared with normal
breast tissue (data not shown) and that DKK1 correlated posi-
tively with vWF content and with VEGFR2 and SDF-1 tran-
script levels (Spearman rank correlation test, Table).
The association between DKK1 expression and tumor
vascularization was confirmed at the protein level by com-
parative immunohistochemical analysis of tissue sections
from human breast malignant tissues (n55) and normal
breast tissues (n55). Vessels present in the tumor specimens
and healthy breast tissues stained positive for CD31, whereas
only tumor vessels stained positive for DKK1 (Figure 2A
through 2D). Moreover, we quantified, by immunofluores-
cence analysis, the expression of CD31 (red, Figure 2E) and
DKK1 (green, Figure 2F) and show a colocalization of CD31
and DKK1 in endothelial cells of human breast cancer
(merge, supplemental Figure X).
DKK1 Silencing in Cord Blood ECFCs Decreases
Their Angiogenic Phenotype
EPCs are involved in cancer development and neovascular-
ization, and the level of angiogenic activity in breast tumors
is a prognostic factor.20 Newly formed vessels that appear
after treatment with bone marrow (BM)-MNCs in patients
with critical leg ischemia have an ECFC phenotype,12 con-
firming preclinical data from Yoder et al.11 Herein, we found
that ECFCs expressed DKK1 transcripts, contrary to CACs
(Figure 3A). We then explored the effect of DKK1 gene
inhibition by RNA interference on ECFC angiogenic poten-
tial. We verified that DKK1 mRNA expression remained
strongly inhibited by the specific small and interfering RNA
(siRNA) during the days after transfection (Figure 3B) and
confirmed that siRNA induces a strong decrease in DKK1
levels in ECFC supernatants (P50.0002, Figure 3C). We then
Table. Relationship Between Expression of DKK1 and











NS indicates not significant.
Figure 2. DKK1 is expressed in ECFCs
and blood vessels from human breast
cancer. A and B, Blood vessels from
healthy breast tissue stain positive for
CD31 (A) and negative for DKK1 (B). C
and D, Tumor blood vessels of human
breast cancer stain positive for CD31 (C)
and DKK1 (D). Blood vessels are marked
by arrows. E and F, Positivity of tumor
blood vessels was confirmed by double
labeling by immunofluorescence analysis
(red, CD31; green, DKK1; original magni-
fication 340).
Smadja et al DKK1 and EPC 2547
 at CHILDRENS HOSPITAL on November 17, 2010 atvb.ahajournals.orgDownloaded from 
explored the effect of DKK1 gene inhibition on the angiogenic
properties of ECFCs in vivo. DKK1 inhibition resulted in
decreased expression of SDF-1, CXCR4, and VEGFR2 (Figure
3D). These findings are in line with an autocrine effect of DKK1
on ECFCs, which partially reproduces the effect of exogenous
DKK1. We then studied the effect of DKK1 inhibition on ECFC
angiogenic properties and found that DKK1-siRNA induced a
strong decrease in proliferation and pseudotube formation (Fig-
ure 3E and 3F). Finally, we tested DKK1-inhibited ECFCs in a
nude mouse model of hind limb ischemia and found a significant
decrease of revascularization of DKK1-inhibited ECFCs com-
pared with control ECFCs (P,0.05, Figure 3G).
Figure 3. Inhibition of DKK1 in ECFC
decreases their angiogenic potential in vivo.
A, The DKK1 gene is expressed by ECFCs,
contrary to CACs. B, Quantitative analysis of
DKK1 mRNA by RT-qPCR, after 24, 48, and
72 hours of transfection with control-siRNA
and DKK1-siRNA. The mean6SEM of 3
experiments is shown. P,0.05. C, Quantita-
tive analysis of DKK1 release over 24 hours
in conditioned medium of ECFCs after 48
hours of transfection. The mean6SEM of 3
experiments is shown. P,0.05. D, Inhibition
of DKK1 in ECFCs decreases expression of
VEGFR2, SDF-1, and CXCR4 (RT-qPCR). Val-
ues are given as mean6SEM (n53). E, Inhibi-
tion of DKK1 in ECFCs decreases prolifera-
tion potential of ECFCs, measured by pNPP
release. Values are given as mean6SEM
(n53). F, Inhibition of DKK1 in ECFCs
decreases pseudotube formation by ECFCs.
Values are given as mean6SEM (n53). G,
Inhibition of DKK1 in ECFCs decreases their
proangiogenic potential in hind limb ischemia.
Values are given mean6SEM (n510). Upper
panel: left5PBS, middle5ECFC-control
siRNA, right5ECFC-DKK1 siRNA. AB indi-
cates adult peripheral blood; CB5cord blood.
*P,0.05.
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Effect of DKK1 on Angiogenesis In Vivo
We used the Matrigel plug assay as a model of in vivo
angiogenesis. Basic fibroblast growth factor–containing
plugs, with and without DKK1 (100 or 1000 ng per plug,
mouse recombinant DKK1, R&D Systems, Lille, France),
were implanted subcutaneously in C57/B16J mice. The plugs
were recovered 14 days later, and their blood vessel content
was analyzed. DKK1 enhanced blood vessel formation in the
plugs macroscopically (Figure 4A and 4B), as confirmed by
measuring the hemoglobin content (Figure 4C and supple-
mental Figure XI) and the soluble VEGFR2 (sVEGFR2)
content (Figure 4D).
To confirm in a second model the implication of DKK1 in
neovascularization, we used a model of breast cancer xeno-
graft in nude mice. When the tumor reached a volume of
approximately 200 mm3, mice were injected peritumorally
with 100 or 500 ng of DKK1 every 3 days over 14 days.
Tumor development was monitored every 3 to 4 days using a
caliper. As shown in Figure 4E, a significant tumor growth
increase was obtained by the administration of 100 ng per
mouse (P,0.05). Similar results were obtained with 500 ng
per animal (data not shown). Because these data suggested
that neovascularization could have promoted tumor develop-
ment, mice were euthanized at day 18 after the beginning of
the treatment and tumors were collected for immunofluores-
cent assays. Anti-CD31 staining clearly revealed that xeno-
grafts treated with DKK1 displayed more blood vessels
(Figure 4F, right panel) than those injected only with the
vehicle (Figure 4F, left panel).
DKK1 Silencing in Mesenchymal Stem Cells
Decreases Their Angiogenic Potential
MSCs have been described in the tumor angiogenic process21
and are a potential source of DKK1.22 We used MSCs
isolated from the bone marrow of patients with critical leg
ischemia (Figure 5A) and inhibited DKK1 secretion by RNA
interference (Figure 5B). Decreased DKK1 expression was
associated with a decrease in MSC proliferation (Figure 5C).
The conditioned medium of MSCs transfected with DKK1-
siRNA or control-siRNA was used to activate ECFCs. We
found that MSC–conditioned medium from DKK1-siRNA–
transfected MSCs had a smaller effect on ECFC proliferation
Figure 4. DKK1 increases neovascularization in vivo. A, Matrigel plugs in C57/Bl6J wild-type mice with basic fibroblast growth factor
(bFGF). B, Matrigel plugs in C57/Bl6J wild-type mice with bFGF and DKK1, 100 ng per plug. C, Quantification of hemoglobin content in
plugs. D, Quantification of sVEGFR2 level in plugs. E, Tumor growth curves of HBCx-12 breast cancer xenograft as a function of time,
peritumorally treated with DKK1 (100 ng) or control vehicle. F, Many mouse blood vessels at the tumor periphery stain positive for
CD31 (red) in breast cancer xenografts treated with DKK1 (right) in contrast to a nontreated xenograft (left). The human carcinoma cell
membrane is stained with EpCAM (green). The scale bar indicates 100 mm.
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(Figure 5D) and pseudotube formation (Figure 5E) compared
with control siRNA-transfected MSCs. Finally, MSCs trans-
fected with DKK1-siRNA had lower angiogenic potential in
ischemic nude mice (Figure 5F). These results suggest that
MSCs have angiogenic potential in vitro on ECFCs and in
vivo, probably, at least in part, because of their secretion of
DKK1.
Discussion
Recent studies1,19 have suggested an important role of Wnt
signaling in vascular development and cancer. Herein, we
show that the Wnt antagonist DKK1 is an angiogenic factor
for ECFCs, which participate in neovessel formation in
human and preclinical models of lower-limb ischemia.11,12 As
a role of the Wnt canonical inhibitor, DKK1 has been
Figure 5. Inhibition of DKK1 in human mesenchymal stem
cells decreases their angiogenic potential in vitro and in vivo.
A, Characterization of MSCs by flow cytometry. B, Quantita-
tive analysis of DKK1 release over 24 hours in conditioned
medium of MSCs after 48 hours of transfection. C, Inhibition
of DKK1 in MSCs decreases their proliferation potential. D,
Proliferation of ECFCs with conditioned medium of MSCs
transfected with control or DKK1-siRNA. In B through D, val-
ues are given as mean6SEM (n53). E, Pseudotube forma-
tion by ECFCs with conditioned medium of MSCs trans-
fected with control or DKK1-siRNA. The photomicrograph is
representative of 3 different experiments. F, Inhibition of
DKK1 in MSCs decreases their proangiogenic potential in
hind limb ischemia. Values are given as mean6SEM (n510).
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implicated in malignant neoplasms, a situation in which
neoangiogenesis is strongly enhanced; we chose to explore
the function of DKK1 in ECFCs. Physiologically, DKK1
mobilizes progenitor cells from the bone marrow endosteal
stem cell niche.4 In breast cancer, the DKK1 expression level
correlates with the rate of progression.23 In atherosclerosis,
DKK1 is overexpressed in plaque and enhances the inflam-
matory interaction between platelets and endothelial cells.3
However, little is known about the role of DKK1 in adult
angiogenesis mediated by ECFCs.
Aicher et al4 showed that DKK1 suppresses canonical Wnt
signaling in bone marrow endosteal cells, suggesting a
regulatory role for DKK1 in the bone marrow stem cell niche.
Intriguingly, DKK1 mobilized vasculogenic progenitor cells
without concomitant release of inflammatory cells.4 CACs
are committed to the endothelial lineage but retain monocyte
markers. These cells could be considered as inflammatory
cells because they are mobilized in this context.24 One
possible explanation for the lack of mobilization could be
inadequate LRP5/LRP6 levels and b-catenin pathway activity
in inflammatory cells, as observed in CACs.
Wnt signaling modulates the stem cell niche and directly
modulates stem cell proliferation, expansion, and differenti-
ation. Moreover, Wnt was recently shown to induce embry-
onic stem cell commitment to the endothelial lineage.19
Therefore, DKK1 might diminish, rather than enhance, ECFC
proliferation. The observed stimulation of ECFC prolifer-
ation by DKK1 may be explained by the fact that DKK1
can only affect progenitor cells with active Wnt signaling.
Indeed, our experiments involved homogeneous popula-
tions raised from single EPCs. These findings suggest that
DKK1 might have the potential to enhance vasculogenic
cell therapy approaches.
Herein, we show that DKK1 added to the plugs enhances
vascularization in situ. In the experiments conducted by
Aicher et al,4 DKK1 systemically administered induced a
mobilization of stem cells from the bone marrow niche into
the plugs. One limitation of our study is the difficulty in
demonstrating that Wnt signaling is blocked in the presence
of DKK1 in the vessels within the Matrigel plugs in vivo.
Moreover, we cannot exclude any effect of DKK1 on a wide
variety of cells (eg, leukocytes, which may be recruited [or
prevented from being recruited] into the Matrigel plugs).
These cells might produce angiogenic factors and could
directly affect local endothelium. However, we explored
DKK1 effect on human umbilical vein endothelial cells and
found that, in this mature cell type, DKK1 had no influence
on proliferation.
DKK1 was recently reported to be involved in cardiovas-
cular lineage commitment.25 However, therapies based on
DKK1 may result in increased mobilization of vasculogenic
progenitor cells and, subsequently, in increased local neovas-
cularization processes that might burst tumor progression. In
atherosclerosis, a recent study3 showed that platelets are an
important source of DKK1 and that DKK1 influences plate-
let-mediated endothelial cell activation and atherosclerotic
lesions. Given the importance of platelets as a source of both
angiogenic factors, such as VEGF, and DKK1, modulation of
platelet secretion might represent a further means of control-
ling angiogenesis, especially during cancer. DKK1 blockade
has recently been proposed as a therapeutic measure in
multiple myeloma.26 Our findings that DKK1 is involved in
EPC-related neoangiogenesis and in breast tumor vascular-
ization confirm DKK1 as a potential treatment target and also
designate it as a potential new marker of proliferative or
tumoral endothelium, in the same way as DKK3.7 DKK1
serum levels are increased in breast cancer,5 and ECFCs
appear to contribute to tumor neovascularization and dissem-
ination.14 Herein, we show that DKK1 enhances the angio-
genic potential of ECFCs. DKK1 could act in concert with
proangiogenic growth factors produced by tumor cells them-
selves or with the inflammatory environment, thereby en-
hancing metastatic potential. We found a correlation between
DKK1 expression and human breast tumor vascularity, quan-
tified by vWF expression. Moreover, the DKK1 signaling
pathway correlated with VEGFR2 and SDF-1 expression, as
found in our in vitro cellular model of ECFCs. The lack of
correlation between DKK1 and CXCR4 in these tumors
suggests that a more complex mechanism operates in vivo,
possibly involving endothelium-stroma-tumor interactions.
One possibility is that CXCR4 is strongly expressed by breast
cancer cells.27
Finally, we showed the angiogenic effects of DKK1
secreted by other cells known to be indirectly involved in
angiogenesis, such as MSCs. Because MSCs have been
described in the tumor angiogenic process21 and are a
potential source of DKK1,22 we inhibited DKK1 in MSCs and
showed, such as previously described for another Wnt inhib-
itor (ie, frizzled-related protein-1 [FRP1]),28,29 that secreted
DKK1 had an angiogenic effect on ECFCs. Moreover,
DKK1-inhibited MSCs had a smaller therapeutic angiogenic
effect in vivo.
In conclusion, we present evidence that the Wnt inhibitor,
DKK1, modulates ECFC angiogenic in vitro and in vivo
properties. DKK1 could exert its effects via the VEGFR2 and
SDF-1 signaling pathways. The positive correlation between
DKK1 expression and vWF, VEGFR2, and SDF-1 expression
in breast tumors suggests that dysregulated or DKK1-stimulated
EPCs might play an important role in breast cancer and neovas-
cularization. As a specific angiogenic growth factor, DKK1
might serve to optimize regenerative cell therapy and as a
therapeutic target for inhibiting neovascularization.
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The Wnt antagonist Dickkopf-1 increases endothelial progenitor cell angiogenic 
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Materials and methods 
Preparation of mononuclear cells (MNC) 
Cord or adult blood was diluted 1:1 with PBS, EDTA 0.2 M and overlaid on Histopaque-1077 
(Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). Cells were centrifuged at 1200 g for 20 
min. MNC were collected and washed three times in PBS, EDTA 0.2 M. 
EPC culture and transfection 
CAC and ECFC were cultured and characterized as described in detail elsewhere 
1-5
. 
Recombinant DKK1 from R&D Systems (Lille, France) was added to ECFC on the first day of 
culture and was present in all freshly added media. DKK1 has been tested on ECFC 
commitment in adult and cord blood, while angiogenic effect has been studied only in cord 
blood derived ECFC. 
SiRNA silencing DKK1 (sc-37082, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) or Id2 
(sc-38000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) was mixed with the Primefect 
reagent (LONZA) at 10 µM to obtain transfection complexes, which were added to 2x10
5
 cord 
blood (CB) late EPC in 6-well plates containing complete EGM2 medium. Scrambled siRNA 
at 10 µM (Allstars Neg. control siRNA, Qiagen, Cambridge, MA, USA) was used as control. 
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Real-time quantitative RT-PCR 
The theoretical and practical aspects of real-time quantitative RT-PCR on the ABI Prism 7900 
Sequence Detection System (Perkin-Elmer Applied Biosystems Courtaboeuf, France) are 
described in detail elsewhere.
6
 Primers for TBP and the target genes (nucleotide sequences 
available on request) were chosen with the assistance of Oligo 5.0 software (National 
Biosciences, Plymouth, MN, USA). 
Cell proliferation assay 
The effect of DKK1 and siRNA Id2 on ECFC proliferation was examined by measuring cell 
phosphatase activity based on the release of paranitrophenol (pNPP) (Sigma) measured at OD 
405 nm (Fluostar optima; BMG labtech, Champigny-sur-Marne, France) after 72 h of 
incubation. EPC were activated in 5% FBS-EBM2 medium containing recombinant DKK1 
(100 ng/mL, R&D systems).  
In vitro Matrigel tube formation assay 
ECFC (3x10
4
 cells/well) treated with 100 ng/ml DKK1 in 5% FBS-EBM2 medium were 
seeded on growth-factor-reduced Matrigel (200 µl) (BD Biosciences) and cultured for 18 h at 
37°C with 5% CO2. Capillary-like structures were observed by phase-contrast microscopy 
and networks formed by ECFC were quantified with Videomet software version 5.4.0. 
In vivo Matrigel-plug assay 
As previously described 
7
, Matrigel-plugs were prepared on ice by mixing Matrigel (BD 
Matrigel Matrix) with recombinant mouse bFGF (750 ng/mL, R&D systems) in the presence 
or absence of recombinant mouse DKK1 (200 ng per mL of Matrigel). The haemoglobin 
concentration was measured in the supernatants with Drabkin’s reagent (Sigma, Saint Louis, 
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Mo, USA). The mouse sVEGFR2 concentration in the supernatant was determined with an 
ELISA method (R&D Systems), following the manufacturer’s instructions. 
Human breast carcinoma xenografts in mice 
Human breast carcinoma HBCx-12 xenograft has been previously described 
8
. HBCx-12 
xenograft fragments of 30 mm
3
 were subcutaneously grafted into the interscapular fat pad of 
4- to 6-week-old female athymic nude mice (Janvier, Le Genest St Isle, France).  
When the tumors reached a volume of approximately 200 mm
3
, animals were ranked 
according to
 
the tumor volume and divided into three groups (6 animals per group) such that 
the mean
 
and median of tumor volume of the three groups were closely matched. Treatment 
was started on day 1 and given during 3 weeks. Mice were injected twice a week 
peritumorally with recombinant mouse DKK1 at a dosage of 100 ng or 500 ng /animal, or 
with PBS containing 0.1% Bovine Serum Albumine (MP Biomedicals, Illkirch, France) as 
vehicle control, in a
 
total volume of 100 µL. Tumors were measured thrice per week with 
calipers and each volume (V) was calculated according to the following formula: V = a × b
2
 / 
2, where a and b are the largest and smallest perpendicular tumor diameters. Relative tumor 
volumes (RTV) were calculated from the following formula: RTV = (Vx/V1), where Vx is the 
tumor volume on day x and V1 is the tumor volume at initiation of treatment (day 1). 
Statistical significance of differences observed between the individual RTVs corresponding to 
the treated mice and control groups was calculated by the paired Student's t test. 
Tissue processing and immunofluorescence 
For confocal microscopy, HBCx-12 tumors
 
were fixed overnight in 4% paraformaldehyde at 
4°C, cryoprotected in 15% sucrose before freezing in cryomatrix (Thermo Shandon, Cergy 
Pontoise, France) with liquid nitrogen-cooled isopentane. Cryosections of embedded tumors 
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were cut at 10-ȝm thickness, air-dried, and treated with 50 mmol/L NH4Cl in PBS for 15 
minutes. Sections were then solubilized with 0.2% Triton X-100 for 15 minutes and blocked 
with PBS containing 1% BSA and 10% goat serum for 1h. Tumors sections were stained at 
room temperature for 1h with anti-human EpCAM (clone HEA-125) fluorescein 
isothiocyanate (Miltenyi-Biotec SAS, Paris, France) and anti-mouse CD31 (BD Pharmingen,
Evry, France) in PBS followed by an incubation with anti-rat Alexa-Fluor
®
555 secondary 
antibody (Invitrogen-Molecular Probes, Cergy Pontoise, France) for 30 minutes. The DNA 
marker, TOPRO-3 (Invitrogen-Molecular Probes) was then applied for 10 min at room 
temperature. Sections were mounted in glycerol/PBS (90/10: v/v) and images were recorded 
on a Leica TCS SP2 confocal microscope. 
 
Patients with ErD-postive breast tumors 
To identify correlations between mRNA levels of the genes of interest in vivo, we analyzed a 
well-charaterized serie of 62 ERD-positive breast tumors excised at René Huguenin Hospital 
(St Cloud, France). Immediately after surgery the tumor samples were placed in liquid 
nitrogen until RNA extraction. The patients met the following criteria: primary unilateral non 
metastatic breast carcinoma; complete clinical, histological and biological information 
available; no radiotherapy or chemotherapy before surgery; and full follow-up at this 
institution. Estrogen receptor alpha status was determined at the protein level by enzyme 
immunoassay and confirmed by ERD mRNA real-time quantitative RT-PCR assay 9. 
Immunohistochemistry of human breast tissue 
Paraffin-embedded tissue sections were deparaffinized and hydrated in xylene and graded 
alcohol series. Antigen retrieval was achieved by microwave treatment in citrate buffer (10 
mM, pH 6.0), and endogenous peroxidase activity was blocked with 5% H2O2/methanol. 
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Sections were incubated in blocking solution containing 10% bovine calf serum (Dako 
Cytomation) for 45 min and then stained for 1 h with primary antiserum (rabbit anti-human 
DKK1 polyclonal, ab61034, Abcam
®
, Cambridge, UK). Serial sections were also incubated 
with a mouse anti-human CD31 monoclonal (1:40, Dako Cytomation). 






Data are shown as means ± SEM. Significant differences were identified by ANOVA 
followed by Fisher’s protected least-significant-difference test. Correlations between DKK1 
and target tumoral gene expression (continuous variables) were tested with Spearman’s non 
parametric rank correlation test. Differences were considered significant at confidence levels 
greater than 95% (p < 0.05). The Stat View software package (SAS, Cary, NC, USA) was 
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Supplementary Results:
 
Effect of DKK1 on ECFC commitment  
(Figure 1A, 1B and supplementary Figure V)
As shown in figure 1A, adding DKK1 the first week of culture did not modify the number of 
ECFC colonies obtained with MNC from either cord blood or adult blood (p = 0.31 and p = 
0.23 for cord and adult blood, respectively). These results were obtained with 10 cord blood 
samples and 8 adult blood samples. We also underline differences in ECFC numbers 
according to the origin of blood: counts were 25-fold higher in cord blood (median 2 colonies 
per 5x10
6
 MNC) than in adult blood (0.08 colony). As previously described by Yoder’s 
group, ECFC emerged more rapidly from cord blood (median 7 days) than from adult blood 
(17.5 days), and DKK1 did not modify the length of this period (Figure 1B, p = 0.22 for cord 
blood, p = 0.92 for adult blood). Moreover, we observed a more important size of colonies 
observed at day 14 of culture (supplementary Figure V).
Reversal of DKK1-induced cytokine expression and angiogenesis by Id2 silencing 
(supplementary figure XII)
To understand mechanism of DKK1 induced angiogenesis, we also focused our attention on 
two well-known Wnt-inducible genes, MSX2 and Id2 
10-12
. While no MSX-2 modification 
was observed, the level of Id2 mRNA increased rapidly (after 1 hour) after DKK1 treatment 
(100 ng/mL) of ECFC. Id2 mRNA level was inhibited by an average of 92%, 48 h after ECFC 
transfection with specific siRNA at 10 µM. Id2-siRNA-transfected ECFC were incubated 
with 100 ng/mL DKK1. Id2 silencing roughly halved VEGFR2 expression compared to cells 
transfected with the control-siRNA, and completely abolished basal CXCR4 and SDF-1 
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mRNA levels. DKK1 no longer exerted its stimulatory effect on VEGFR2, CXCR4 and SDF-
1 expression.  
To confirm the role of VEGFR2, CXCR4 and SDF-1 via Id2, we quantified proliferation and 
tube formation by Id2-siRNA-transfected cells in basal conditions and after DKK1 activation. 
DKK1 activation of Id2-siRNA-transfected ECFC induced no proliferation or tubule 
formation, confirming the importance of Id2 activation in DKK1-induced ECFC angiogenesis 
in vitro. 
 
DKK1 effects are at least partly mediated by Id2, which upregulates KDR/VEGFR2, SDF-1 
and CXCR4 gene expression. Other teams have obtained similar results in different biological 
settings, indicating that VEGF pathway is a target of the Wnt signaling pathway in neoplasia 
13
. Id2 is a Wnt-inducible gene 
10, 11
 with an important role in angiogenesis during embryonic 
development and angiogenesis 
14
. The Id family consists of four members (Id1-4) that inhibit 
the activity of basic helix loop helix transcription factors by hindering their DNA binding. 
Loss of the Id1 gene in bone marrow leads to impaired tumor angiogenesis, through a failure 
of hematopoietic stem cells (Lin-) to differentiate towards the endothelial lineage 
15
. 
Furthermore, Id knock-out mice display vascular abnormalities in the forebrain and do not 
support the growth of xenografted tumors, probably owing to inadequate neovascularization.
16
 
Sustained Id expression delays the onset of senescence in human endothelial cells 
17
 and 
stimulates tube formation and migration by endothelial cells 
18
. Id2 induces the VEGF and 
SDF-1 pathways 
19, 20
. We found that Id2 silencing abolished DKK1 activation of the VEGF 
and SDF-1 pathways. As VEGF and SDF-1 are two cytokines strongly involved in ECFC-
induced neoangiogenesis 
21
, it is conceivable that neovascularization would be potently 
induced in ischemic disease by cell or gene therapy, locally stimulating Id production. 
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Supplementary Figure II. Wnt canonical pathway in CAC and ECFC.
A/B. Comparative LRP-5 and -6 and lymphoid enhancer factor/T-cell factor (LEF/TCF) 
transcription factor expression by AB-CAC and AB/CB-ECFC by RT-QPCR. mRNA levels 
were normalized to the TBP gene and to the lowest quantifiable level (i.e. 1 on the left 
ordinate, corresponding to a gene target Ct value of 35). 
A. 
B.
C. Western blots of E-catenin in AB-CAC, AB-ECFC and CB-ECFC. 
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Supplementary Figure IV. Expression of Wnt ligands and receptor in CAC
A. 
B.
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Supplementary Figure V. Photomicrograph of a representative colony of adult ECFC 
without DKK1 in culture at 14 days of culture.
 
AB-ECFC/DKK1 
AB-ECFC without DKK1 
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Supplementary Figure VI. DKK1 did not modify HUVEC proliferation
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Supplementary Figure VII. Flow cytometry analysis of CXCR4 and VEGFR2 expression
Expression of KDR (A) and CXCR4 (B) by flow cytometry is increased after a 48 hours of 
DKK1 stimulation. 
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Supplementary Figure VIII: Effect of control antibody on ECFC proliferation and 
pseudotubes formation with and without DKK1 stimulation.
 
A- Control IgG mAb does not modify ECFC proliferation. 
 
B- Control IgG mAb does not modify ECFC pseudotube formation. 
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Supplementary Figure IX: Effect of specific blocking antibodies on ECFC proliferation 
and pseudotubes formation with and without DKK1 stimulation.
 
A- anti-VEGFR2 decrease ECFC proliferation in contrary to anti-CXCR4 in EBM, 5%SVF 
B- anti-VEGFR2 and anti-CXCR4 do not modify ECFC pseudotubes formation in contrary to 
in EBM, 5%SVF. 
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Supplementary Figure X. DKK1 is expressed in ECFC and in blood vessels from human 
breast cancer.
Positivity of tumor blood vessels was confirmed by double labeling by 
immunofluorescence analysis (Merge, red: CD31, green: DKK1) 
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Supplementary Figure XI. Mouse DKK1 at 100 and 1000 ng/ml increases 
neovascularization in vivo
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Supplementary Figure XII. Id2 gene silencing by siRNA in ECFC abolishes DKK1 
enhancement of proliferation and differentiation.
A. Analysis of Id2 expression by RT-qPCR on ECFC, 48 hours after transfection with si 
scramble (All Star negative control, Qiagen
®





 (LONZA). *P< 0.05 
B. Inhibition of VEGFR2, SDF-1 and CXCR4 expression in siId2 transfected cells in basal 
conditions. The mean r SEM of at least three experiments are shown. *P< 0.05 
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D. Inhibition of Id2 in ECFC abolishes DKK1 activation of pseudotube formation 
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Supplementary Table 1. Effect of DKK1 on mRNA levels of major growth 
factors involved in ECFC-induced angiogenesis.
ECFC were stimulated with DKK1 (100 ng/mL) for 15 min, 1, 4 and 24 hours after 16 hours 
of serum and growth-factor privation. mRNAs were measured by real-time quantitative RT-
PCR, normalized to TBP mRNA and compared to unstimulated ECFC (= 1). 
 
Fold increase after ECFC activation with DKK1 
15 min 1 hour 4 hours 8 hours 12 hours 24hours 
VEGF-A 1.1 ± 0.2 1.1 ± 0.1 0.9 ± 0.2 1.2 ± 0.1 1 ± 0.2 0.9 ± 0.2 
VEGFR1 1.0 ± 0.2 0.9 ± 0.2 0.6 ± 0.2 1.1 ± 0.03 1.1 ± 0.2 1.0 ± 0.4 
VEGFR2 1.8 ± 1.1 1.8 ± 0.8 2.2 ± 1.8 1.3 ± 0.02 1.5 ± 0.05 5.2 ± 1.9 
ANG-2 0.7 ± 0.3 2.9 ± 2.8 0.4 ± 0.2 1.1 ± 0.5 1 ± 0.2 2.2 ± 1.9 
TIE-2 1.1 ± 0.3 0.8 ± 0.3 2.0 ± 1.3 1.2 ± 0.5 1.1 ± 0.3 1.1 ± 0.3 
SDF-1 1.4 ± 0.3 1. ± 0.2 0.8 ± 0.2 1.4 ± 0.05 1.3 ± 0.1 5.8 ± 2.2 
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Abstract
Background Pulmonary vasodilators in general and
prostacyclin therapy in particular, have markedly improved
the outcome of patients with pulmonary arterial hyperten-
sion (PAH). As endothelial dysfunction is a key feature of
PAH, and as endothelial progenitor cells (EPC) may con-
tribute to vascular repair in PAH, we suspected that pros-
tacyclin therapy might enhance EPC numbers and
functions. In the present study, objectives were to deter-
mine whether EPC may contribute to vasodilator treatment
efﬁcacy in PAH.
Methods We quantiﬁed CD34? cells, CFU-Hill and
ECFC (endothelial colony forming cells) in peripheral
blood from children with idiopathic PAH (n = 27) or PAH
secondary to congenital heart disease (n = 52). CD34?
were enumerated by ﬂow cytometry, CFU-Hill and ECFC
by a culture assay. ECFC grown ex vivo were tested for
their angiogenic capacities before and after prostacyclin
analog therapy (subcutaneous treprostinil).
Results ECFC counts were signiﬁcantly enhanced in the 8
children treated with treprostinil, while no change was
observed in children receiving oral therapy with endothelin
antagonists and/or PDE5 inhibitors. CD34? cell and CFU-
Hill counts were unaffected. ECFC from patients treated
with treprostinil had a hyperproliferative phenotype and
showed enhanced angiogenic potential in a nude mouse
preclinical model of limb ischemia.
Conclusions ECFC may partly mediate the clinical ben-
eﬁts of prostanoids in pulmonary arterial hypertension.
Keywords Pulmonary hypertension  Congenital heart
disease  Vasodilator treatment  Treprostinil  EPC
Introduction
Pulmonary vascular disease (PVD) can cause pulmonary
arterial hypertension (PAH), usually leading to right heart
failure and death if left untreated [1]. Endothelial cell
dysfunction is a hallmark of both idiopathic PAH and PAH
secondary to congenital heart disease [2–4].
A role of endothelial progenitor cells (EPC) in vascular
repair and new vessel formation has been described [5–7].
EPC mobilized from bone marrow and/or resident locally in
the lung, are thought to be important in maintaining vas-
cular homeostasis; and there is a growing interest in the
D. M. Smadja (&)  L. Mauge  P. Gaussem  C. d’Audigier 
D. Israel-Biet  D. Bonnet  M. Le´vy
Universite´ Paris Descartes, Paris, France
e-mail: david.smadja@egp.aphp.fr
D. M. Smadja  L. Mauge  P. Gaussem  C. d’Audigier
Inserm Unite´ 765, Faculte´ de Pharmacie, and AP-HP, Hoˆpital
Europe´en Georges Pompidou, Haematology Department,
20 rue leblanc, 75015 Paris, France
D. Israel-Biet
AP-HP, Hoˆpital Europe´en Georges Pompidou, Pneumology
Department, Paris, France
D. M. Smadja
Vascular Biology Program, Children’s Hospital,
Harvard Medical School, Boston, MA, USA
D. Israel-Biet  M. Le´vy
UPRES EA4068, UFR Biome´dicale des Saints Pe`res,
Paris, France
D. S. Celermajer
Sydney Medical School, University of Sydney, Sydney,
NSW 2006, Australia
D. Bonnet  M. Le´vy





potential therapeutic or diagnostic use of EPC during PAH.
Experimental and clinical studies have examined the pos-
sible contribution of EPC to the pathogenesis of PAH, but
reported EPC counts in patients with pulmonary hyperten-
sion have been inconsistent [8–11]. Several types of EPC
are deﬁned, depending on the method used (ﬂow cytometry
or culture) and their characteristics. At least two popula-
tions of EPC have been described [5, 12]. ‘‘Early’’ EPC are
spindle-shaped and express both endothelial and leukocyte
markers. Quantiﬁcation of this cell population, as described
by Hill, utilizes a commercial kit that identiﬁes so-called
‘‘CFU-Hill’’ [13]. The number of CFU-Hill in peripheral
blood has been reported to correlate inversely with cardio-
vascular risk factors [13]. ‘‘Late’’ EPC, also called endo-
thelial colony-forming cells (ECFC) [7, 14], develop after
1–3 weeks of culture and have the characteristics of pre-
cursor cells committed to the endothelial lineage. Both EPC
subtypes have therapeutic potential but in vivo, cells that
merge into neovessels have an ECFC phenotype [6, 7].
EPC transplantation was recently shown to improve
pulmonary hypertension in a rat model [15, 16], while
Wang et al. [17] found that EPC transplantation improved
exercise capacity and pulmonary hemodynamics in patients
with idiopathic PAH , and a contemporary open-label, non-
randomized pilot trial showed that EPC transplantation led
to signiﬁcant improvements in exercise capacity, New
York Heart Association functional class, and pulmonary
hemodynamics in children with idiopathic PAH [18].
‘‘Pulmonary vasodilator’’ therapy has greatly improved
the prognosis of patients with PAH [19, 20]. In particular,
parenteral prostacyclin improves the outcome of patients
with PVD, not only by inducing pulmonary vasodilation
but also by altering pulmonary vascular structure and
function during long-term administration. Intravenous
prostacyclin is currently recommended for patients of all
ages with WHO functional class IV disease, and as add-on
therapy for patients remaining in class III despite correctly
dosed treatment with endothelin-receptor antagonists
(ERA) and phosphodiesterase-5 inhibitors (PDE5) [19, 20].
Subcutaneous treprostinil, a parenteral prostanoid, is
sometimes preferred to an intravenous prostacyclin in
children, especially to avoid the long-term risks associated
with chronic intravenous therapy.
Given the possible relationship between EPC and
treatment efﬁcacy, we therefore examined the impact of
treprostinil therapy on the number and functional capacity
of EPC in children with advanced PAH.
Patients and methods
Study population (Table 1)
This prospectively designed study was aimed at deter-
mining the numbers and functional capacities of EPC
before and after vasodilator treatment, and especially after
treprostinil therapy. Blood samples were collected during
outpatient visits from patients already on single- or dual-
agent therapy. In the 8 treprostinil-treated patients, EPC
were studied before treatment initiation, 2 and 5 days later
and monthly thereafter.
The study was approved by the institutional ethics com-
mittee of Necker-Enfants Malades hospital, and the parents
gave their signed informed consent. Fifty-two consecutive
patientswithCHDand PAH, and 27 consecutive patients with
idiopathic PAH (Table 1) were enrolled between February
2008 and 2010. The 27 patients with idiopathic PAH had a
median age of 6 years. Among the patients with CHD, 28
(median age 2 years) had reversible PAH, as deﬁned by nor-
mal pulmonary pressure 6 months after surgery, while 24
(median age 8 years) had irreversible PAH, based on persis-
tently elevated pulmonary artery pressure and pulmonary
vascular resistance. Children with irreversible PAH were
older than children with reversible and idiopathic PAH
(P = 0.01 andP = 0.06, respectively) and had lower oxygen
saturation values (P = 0.02 and P = 0.0008, respectively).
Pulmonary artery pressure was similar in the three groups
(Table 1). Patientswith familial PAHassociatedwithBMPR2
mutations were not included in this study, because of a pos-
sible impact ofBMPonEPCangiogenic properties [6, 21, 22].


















Age (y) 2 (2.7–6.5) 8 (6.1–16.4) 6 (4.5–8.4) 0.01* 0.16 0.06
Saturation (%) 96 (89.2–95.3) 86 (79.8–91.3) 97.5 (93.5–98.4) 0.02* 0.07 0.0008*
Mean PAP 55 (50–66.2) 60 (50.3–66.5) 53 (46–56.5) 0.13 0.15 0.95
Data are expressed as medians and conﬁdence intervals (95%CI). Baseline characteristics were compared with Wilcoxon’s rank sum test for non
normally distributed variables (age) and Student’s unpaired test otherwise
* P\ 0.05, reversible versus irreversible PAH
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Indeed, BMPR2 mutations have been reported to affect both
early [23] and late EPC, the latter showing a hyperprolifera-
tive phenotype and an impaired capacity to form vascular
networks [22]. Because of adverse effects reported with IV
epoprostenol and inhaled prostanoids, subcutaneous trepros-
tinil was used as ﬁrst-line add-on therapy for 8 young children
who deteriorated while receiving combined oral therapy with
an endothelin receptor agonist and a PDE5 inhibitor. Three of
them had idiopathic PAH and ﬁve patients had PAH associ-
ated with a congenital heart defect. The decision to add sub-
cutaneous tresprostinil was based on their clinical status
(change in functional class), including right ventricular dys-
function (hepatomegaly, increase in tricuspid regurgitation
volume, dilation of hepatic veins and the inferior vena cava) in
seven patients. Two of them also had syncope. One patient in
functional class II had severe complications associated with
the central venous line used to deliver epoprostenol. All the
patients had right heart catheterization prior to treprostinil
treatment. Treprostinil administration was initiated at hospi-
tal, through a subcutaneous catheter in the outer leg. All the
patients initially received a ﬁxed dose of 1.25 ng/kg/min. The
dose was then daily increased by 1.25 ng/kg/min, reaching an
average of 20 ng/kg/min at hospital discharge. During tre-
prostinil treatment, site pain was evaluated every 6 h using
standard pain scales adapted to age. After hospital discharge
the treprostinil dosewas adjusted atmonthly out-patient visits
and reached an average of 40 ng/kg/min. Technical assistance
was provided at home by specialized nurses trained in the
management of parenteral prostanoid therapy in PAH
patients. All patients had experienced a clinical improvement
performed, for oldest children by 6MWT, and they all showed
an improvement in oxygen saturation and functional status, as
theywere all in functional class I or II. In ﬁve patientswho had
right heart catheterization after treprostinil, pulmonaryarterial
pressure did not change but cardiac output increased and
pulmonary vascular resistance decreased.
Flow cytometric quantiﬁcation of CD34?
hematopoietic progenitor cells (HPC)
Circulating CD34? cells were counted by ﬂow cytometry
(FC500Cytometer;BeckmanCoulter,Villepinte, France) after
staining of whole blood with a ﬂuorescein isothiocyanate
(FITC)-labeledmonoclonalmouse antihumanCD45 antibody,
a phycoerythrin (PE)-labeled monoclonal mouse antihuman-
CD34 antibody, and 7AAD (Stemkit; Beckman Coulter).
Absolute numbers of CD34? cells ll-1 were determined by
using calibration beads, as recommended by the manufacturer.
EPC quantiﬁcation by cell culture
Blood was diluted 1:1 with PBS, 0.2 M EDTA and overlaid
on Histopaque-1077 (Sigma–Aldrich, Saint-Quentin
Fallavier, France). Cells were centrifuged at 100g for 20 min.
Mononuclear cells (MNC)were collected andwashed 3 times
in PBS, 0.2 M EDTA. CFU-Hill were cultured with the En-
doCult Liquid Medium kit (StemCell Technologies, Van-
couver, BC, Canada) according to the manufacturer’s
instructions. Brieﬂy, MNC were resuspended in complete
EndoCult medium and seeded at 5 9 106 cells/well in
ﬁbronectin-coated tissue culture plates (BD, Becton–Dick-
inson Biosciences). After 48 h, to obtain CFU-Hill, nonad-
herent cells were collected and plated in Endocult buffer at
106 cells/well in 24-well ﬁbronectin-coated plates. CFU-Hill
colonies were counted after another 3 days, as recommended
by the manufacturer. As previously described [7, 13, 24],
these cells did not replicate in vitro and gradually disappeared
20 days after plating (Fig. 1b). To obtain ECFC, adherent
cells at 48 h were kept in 6-well ﬁbronectin-coated plates in
EGM2medium(Lonza, Saint-Beauzire, France) composedof
endothelial cell basal medium-2 (EBM2), 5% fetal bovine
serum (FBS) and growth factors. ECFC appeared between 7
and 30 days of culture and consisted of well-circumscribed
cobblestone monolayers (Fig. 1d). Colonies were counted
with an inverted microscope at 920 magniﬁcation. The col-
onies were then harvested, trypsinized and reseeded in 6-well
plates for complementary studies.
ECFC proliferation assay
After 16 h of serum and growth-factor privation, ECFC
were incubated for 48 h in EBM medium, 5% FBS. Pro-
liferation was examined after 48 h by measuring cell
phosphatase activity based on the release of paranitrophe-
nol (pNPP) (Sigma) measured at OD 405 nm (Fluostar
optima; BMG labtech, Champigny-sur-Marne, France).
Control cells were ECFC from cord blood [6, 25–27].
In vitro matrigel tube formation assay
After 16 h of serum and growth-factor privation, ECFC
(3 9 104 cells/well) were seeded on growth factor-reduced
Matrigel (200 ll) (BD Biosciences) in EBM2 medium and
cultured for 18 h at 37C with 5% CO2. Capillary-like
structures were observed by phase-contrast microscopy and
networks formed by ECFC were quantiﬁed with Videomet
software version 5.4.0.
Wound healing assay
A reproducible circular ‘‘wound’’ was made with a tip in
conﬂuent monolayers of ECFC cultured in 12-well plates.
The surface area of the wound was measured at 920 mag-
niﬁcation under an inverted microscope, then the medium
was removed and the cells were further incubated for 4 or
18 hwith EBM, 5%FBS andVEGF 50 ng/ml.Wound repair
Angiogenesis (2011) 14:17–27 19
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activity was calculated by expressing the area of the wound
after 4 or 18 h of incubation as a percentage of the initial area.
ECFC angiogenic potential in a mouse model
of hind-limb ischemia
Nude mice underwent surgery to induce unilateral hind-
limb ischemia as described elsewhere [6, 28] and were
randomized to receive an intravenous injection of 1 9 105
ECFC derived from the two treated patient groups or
1 9 105 ECFC derived from cord blood. Two indepen-
dent groups of 20 mice were realized with, in each
experiment, 5 mice injected with PBS, 5 mice with cord
blood ECFC, 5 mice with ECFC from patients with oral
therapy and 5 mice with ECFC from patients with SC-
treprostinil. After 2 weeks, the ischemic/normal limb
Fig. 1 Basal HPC, CFU-Hill and ECFC counts in the children with
PAH. a NUMBER of CD34? hematopoietic progenitor cells (HPC)
determined by FACS analysis. HPC is signiﬁcantly higher in
idiopathic PAH group. b Representative phase-contrast photomicro-
graph of CFU-Hill colony obtained with Endocult. Note the central
core of rounded cells with spindle-shaped cells sprouting through the
periphery. c Number of CFU-Hill counted with cell culture Endocult
assay. No difference was observed between the different patient
groups. d Representative phase-contrast photomicrograph of an ECFC
colony (mag. 920). e Number of ECFC by cell culture. ECFC is
signiﬁcantly higher in the reversible PAH group
20 Angiogenesis (2011) 14:17–27
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blood ﬂow ratio was determined with a laser Doppler
perfusion imaging system.
Statistical analysis
Baseline characteristics were compared between the groups
by using Wilcoxon’s rank sum test for non normally dis-
tributed variables and Student’s unpaired test otherwise.
Student’s paired t test was used to compare progenitor cells
from the same subjects before and after vasodilator treat-
ment. Independent-samples t tests were used to compare
late EPC functional capacity in vitro and in mice. StatView
or SAS statistical software (Cary, NC 27513, USA) was
used for all statistical analyses, and 2-tailed P values below
0.05 were considered to denote signiﬁcant differences.
Results
HPC, CFU-Hill and ECFC counts before treatment
We found no difference in HPC counts between patients
with reversible and irreversible PAH secondary to CHD
[29], while HPC counts were signiﬁcantly higher in
patients with idiopathic PAH (Fig. 1a) (P = 0.02 vs.
patients with reversible PAH and 0.01 vs. patients with
irreversible PAH) in agreement with the data published by
Diller et al. [10]. CFU-Hill counts after 5 days of culture
did not differ across the three patient groups (Fig. 1c). By
contrast, ECFC counts were signiﬁcantly higher in
reversible PAH than in irreversible and idiopathic PAH
(Fig. 1e).
ECFC numbers are increased by prostanoid treatment
No signiﬁcant change in HPC, CFU-Hill and ECFC were
observed when all treated patients versus non treated
patients were compared (Fig. 2a, b, c respectively, with
P = 0.80, 0.89 and 0.15). Oral treatment (monotherapy or
bitherapy) did not modify HPC, CFU-Hill and ECFC
counts count (respectively, P = 0.52, 0.64 and 0.22,
Fig. 3). No change in HPC or CFU-Hill counts (P = 0.76
and P = 0.19, respectively, Fig. 3a, b) were observed after
prostanoid therapy (SC treprostinil), while in contrast, this
led to a signiﬁcant increase in ECFC counts (P = 0.04,
Fig. 3c).
Fig. 2 HPC, CFU-Hill and
ECFC counts in peripheral
venous blood of patients with
pulmonary hypertension, with
and without treatment.
a Number of CD34?
hematopoietic progenitor cells
(HPC) determined by FACS
analysis according to patient
group. No difference is
observed between the treated
and non treated patients
(P = 0.80). b Number of CFU-
Hill colonies determined by cell
culture according to patient
group. No difference is
observed between the treated
and non treated patients
(P = 0.89). c Number of ECFC
determined by cell culture
according to patient group. No
difference is observed between
the treated and non treated
patients (P = 0.15)
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Treprostinil enhances the proangiogenic potential
of ECFC
ECFC from patients receiving oral therapy, with or without
SC treprostinil, were grown to conﬂuence from single
colonies. They retained the characteristic cobblestone
aspect through numerous passages and stained positive for
typical endothelial markers CD34, CD146, CD144, PAR-1
thrombin receptor and von Willebrand factor (data not
shown). During the ﬁrst 30 days of culture, cells cultured
from patients receiving oral therapy plus SC treprostinil
showed enhanced proliferation in EBM, 5% FBS compared
to cells from patients receiving only oral therapy (Fig. 4a).
In vitro vascular network formation in Matrigel was similar
with ECFC from patients treated with or without trepros-
tinil (Fig. 4b, c), as was VEGF-induced migration in the
wound healing assay (Fig. 4d, e).
In the preclinical model of hindlimb ischemia, 1 9 105
ECFC from each treatment group were injected
Fig. 3 HPC, CFU-Hill and ECFC counts in peripheral venous blood
of patients with pulmonary hypertension according to treatment
subtype. a No difference is observed in HPC according to treatment
subtype (oral mono and/or bitherapy with or without subcutaneous
treprostinil with respectively, a P = 0.52 and 0.76 vs. not treated
PAH). b No difference is observed in CFU-Hill colonies determined
by cell culture according to treatment subtype (oral mono and/or
bitherapy with or without subcutaneous treprostinil with respectively,
a P = 0.64 and 0.19 vs. not treated PAH). c No difference is observed
in ECFC determined by cell culture after oral mono and/or bitherapy
(P = 0.22) while a signiﬁcant increase in ECFC was observed with
subcutaneous treprostinil treatment (* P = 0.04)
Fig. 4 Angiogenic potential of ECFC isolated from patients with
pulmonary hypertension receiving vasodilator treatment. Each patient-
derived ECFC were individually analyzed for proliferation and
angiogenic properties in vitro and in vivo. At least 4 different patients
derived-ECFC were used in each case. a Cells from patients receiving
oral therapy and SC treprostinil showed an increased proliferative
potential (in EBM, 5% FBS) compared with those from patients
receiving oral therapy. Results are presented normalized to ECFC from
cord blood (100%). Themean and SEM of three experiments are shown
P\ 0.05. b, c ECFC isolated from patients receiving oral therapy, with
or without SC treprostinil, form intact vascular networks with similar
efﬁciency. The mean and SEM of three experiments are shown. d,
e VEGF-stimulated migration of ECFC in vitro in a wound healing
assay was similar in patients receiving oral therapy with or without SC
treprostinil. The mean and SEM of three experiments are shown. f,
g ECFC from patients receiving oral therapy, with or without SC
treprostinil, were injected intravenously into nude mice having
undergone femoral artery ligature. Injection of ECFC from patients
receiving oral therapy only improved foot perfusion on day 14 to the
same extent as control ECFC isolated from cord blood. ECFC from
patients receiving oral therapy plus SC treprostinil improved foot
perfusion on day 14 by 25% more than ECFC from patients receiving
oral therapy alone (P = 0.012) and ECFC isolated from cord blood
(P = 0.019)
c
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intravenously into nude mice with femoral artery ligature.
Injection of ECFC from patients on oral therapy or from
cord blood improved foot perfusion to a similar extent on
day 14, while ECFC from treprostinil-treated patients
improved foot perfusion on day 14 compared to ECFC
from patients on oral therapy without SC treprostinil
(P = 0.012) and ECFC from cord blood (P = 0.019,
Fig. 4f, g).
Discussion
Subcutaneous treprostinil markedly enhanced the number
and functional capacity of ECFC isolated from children
with severe PAH. As these cells are involved in angio-
genesis and endothelial repair, this ﬁnding provides
important insights into the mechanism of action of pros-
tacyclin therapy in this setting.
The endothelium plays a central role in pulmonary vas-
cular regulation, and endothelial dysfunction is increasingly
viewed as critical for disease initiation and progression [3,
30]. We suspected that pharmacological treatment efﬁcacy
could be due, at least in part, to the endothelial repair
capacity of ECFC. Irreversible and idiopathic PAH are
associated with vascular remodeling and with smooth
muscle and endothelial cell proliferation. Plexiform lesions
have a similar histological aspect in idiopathic and irre-
versible PAH. We recently observed neoangiogenesis in
lung surgical biopsy samples from patients with irreversible
PAH due to CHD. This was associated to a proliferative
endothelial phenotype with resistance to apoptosis [4].
These ﬁndings are consistent with a compensatory adaptive
response to increased pulmonary blood ﬂow and arterial
pressure [31, 32], in which ECFC are likely to play an
important role. Standard methods used to assess endothelial
function in the pulmonary circulation are invasive and
complex [33], but recently developed ex vivo evaluations of
endothelial biology have the potential to provide important
insights [34].
In the past 20 years, pulmonary ‘‘vasodilator’’ therapy has
greatly improved the prognosis of patients with PAH [19,
20], it is now clear that these agents do more than simply
dilate pulmonary arterioles. Indeed, such treatments have
been found to enhance revascularization and/or EPC
recruitment in preclinical studies [35–37] and more recently
in patients with critical limb ischemia [38]. Although phos-
phodiesterase 5 (PDE5) inhibitors [39–41] and endothelin
receptor antagonists (ERA) [42–44] improve hemodynamic
parameters, they have not been shown to signiﬁcantly reduce
mortality of PAH patients, contrary to prostanoids.
This difference between prostanoid, PDE5 inhibitors
and ERA therapy in terms of mortality could result, at least
in part, from a prostanoid-induced enhancement of EPC
numbers and functional capacity, leading to improved
vascular repair and/or new vessel formation. Two clinical
studies recently showed that transplantation of angiogenic
cells improved exercise capacity and pulmonary hemody-
namics in adults and children with idiopathic pulmonary
hypertension [17, 18]. In patients with critical leg ischemia,
we recently showed that bone marrow mononuclear cell
therapy induced the formation of new vessels containing
endothelial cells with a ECFC phenotype [6]. Moreover,
Yoder et al. [7] have shown that transplanted ECFC acquire
a complete endothelial phenotype, maintain a high prolif-
erative potential, and participate in endothelial healing and
angiogenesis. In this study, we showed an increase of foot
perfusion in the preclinical model of hindlimb ischemia of
ECFC isolated from patients treated with treprostinil. Since
human cells are hardly detectable in the muscle vascula-
ture, we cannot exclude a paracrine effect of ECFC isolated
from patients receiving treprostinil. Indeed, ECFC have
been described to secrete several angiogenic pathways that
modulate their ability to increase foot perfusion in this
preclinical model [27].
The main result of our study is that prostanoid therapy
(contrary to PDE5 inhibitors and ERA therapy) increased
the numbers and proliferative capacity of ECFC. ECFC
have been shown to possess all the characteristics of true
endothelial progenitors, based on the clonal relation
between EPC and hematopoietic stem cells in patients with
myeloproliferative disorders. Indeed, ECFC lack disease
markers expressed by early EPC (CFU-Hill or CFU-EC),
supporting the concept that CFU-Hill belong to the
hematopoietic lineage. This suggests that, in patients with
chronic myeloproliferative disorders, ECFC have an origin
distinct from that of the hematopoietic malignant clone [7,
45], and probably have true vasculogenic potential [7].
Here we explored ECFC in prostanoid-treated and -
untreated patients with PAH, a well-characterized vascular
disorder, and found that only ECFC were modiﬁed by
prostanoid treatment, the only therapy shown to reduce
mortality among adults and children with PAH [46–49].
Our results conﬁrm importance of ECFC in PAH. Indeed,
Toshner et al. [22] describe in patients with PAH and
BMPRII mutations that ECFC had a hyperproliferative
phenotype and an impaired capacity to form vascular net-
works, despite an absence of difference in ECFC numbers.
In the present study, CFU-Hill numbers did not differ
between the three groups of patients, and did not change
during treatment. Results of early-EPC or CFU-Hill counts
in PAH are controversial. Asosingh et al. [8] found sig-
niﬁcantly increased numbers of early EPC in PAH patients
compared with controls. In contrast, Junhui et al. [9] found
reduced numbers of early EPC, with functional defects, in
idiopathic PAH patients compared with controls, a ﬁnding
conﬁrmed by Diller et al. [10].
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One limitation of our study is that we did not study the
functional status of ECFC from healthy children. In addi-
tion, we did not attempt to conﬁrm our ﬁndings with
another prostanoid, such as IV prostacyclin, that has also
been shown to improve survival in this setting.
The higher counts and enhanced angiogenic properties
of ECFC in children treated with treprostinil indicate that
these cells could contribute to the compensatory adaptive
response to increased pulmonary blood ﬂow and/or pres-
sure. It is thus tempting to speculate that ECFC expanded
ex vivo might be beneﬁcial in pediatric PAH, especially
given the higher counts and functional capacities of ECFC
in children compared with adults. Indeed, despite the lack
of data on normal ECFC values in children, we found that
the ECFC yield in culture for the two older groups of
children (with idiopathic and irreversible PAH) was similar
to that found in adults [0.2 and 0.6 colonies per 5 9 106
MNC, respectively, in irreversible and idiopathic PAH, vs
2.0 in reversible PAH and 0.3 in healthy adults (D. Smadja,
personal data)]. These results are in line with those of
Yoder’s group, who observed a hierarchy of proliferative
potential between cord blood and adult blood. This result
can reasonably be extrapolated to children less than 5 years
old, as was the case of our patients with reversible PAH
(median age 2 years).
In conclusion, this study suggests that prostanoids
enhance the number and proliferative capacities of ECFC
in children with pulmonary hypertension, an effect that
may contribute to endothelial repair and/or new vessel
formation and, thus, to the observed clinical beneﬁts. The
potential interest of ECFC count as a surrogate marker
of prostanoid treatment efﬁcacy is currently being
investigated.
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Critical leg ischemia (CLI) is the most severe form of
peripheral arterial disease and is characterized by the
inability of arterial blood ﬂow to meet the metabolic
demands of resting muscle or tissue, resulting in rest pain
and/or tissue necrosis, and frequently necessitating ampu-
tation. As a result of the discovery of the angiogenic
potential of BM mononuclear cells (BM-MNCs), cell
therapy has been proposed to treat peripheral arterial
disease. The therapeutic angiogenesis by cell transplant-
ation (TACT) study was the ﬁrst trial to demonstrate a
signiﬁcant improvement after i.m. injection of total
autologous BM-MNCs.1 In the French OPTIPEC trial
(Clinical trial registration: NCT00377897), we have shown
the development of a proliferative angiogenic process in the
distal part of the legs in amputation specimens from
patients with CLI who had received local therapeutic
injections of BM-MNCs.2 Strong data from preclinical
models strongly suggest that BM-MNCs do not differenti-
ate into endothelial cells, and that their paracrine effect is
most likely responsible for the angiogenic process.3 How-
ever, BM-MNCs isolated from patients with cardiovascular
disease have a signiﬁcantly reduced neovascularization
capacity in vivo, despite similar content of hematopoietic
stem cells.4 Notably, BM-MNCs contain a complex
assortment of angiogenic cells, including hematopoietic
progenitors as well as MSCs.
An important issue is to deﬁne, among BM-MNCs,
what is the sub-population of pro-angiogenic cells that
could be further isolated and expanded to develop an
autologous and efﬁcient cell therapy product. Among these
cell types, MSCs, which are easily obtained in culture from
BM, are potential candidates. MSCs are multipotent stem
cells with the ability to differentiate into mesoderm-derived
cells that exhibit immunoregulatory properties, improve
hematopoietic engraftment, prevent graft failure, and
reduce the incidence or severity of acute GVHD. Given
their capacity to secrete angiogenic growth factors, MSCs
have been proposed to improve angiogenesis, but their
endothelial differentiation potential is a matter of debate.
Furthermore, no data exist on the angiogenic potential of
MSCs isolated from patients with peripheral arterial
disease.
We studied 11 CLI patients enrolled in the OPTIPEC
clinical trial, which is a multicenter phase I non-rando-
mized study (median age: 65 years). As described else-
where,2 the cell therapy protocol was similar to those
initially published by Tateishi-Yuyama et al.1 For this
biological study, we used 3mL of the concentrated
BM-MNCs that are used as the cell therapy product.
We successfully isolated MSCs from BM-MNCs in all the
11 patients enrolled. These cells displayed a typical MSC
phenotype (positive for CD90, CD73 and CD44, negative
for CD14, 45 and 31, Figure 1a). We tested their ability to
increase blood ﬂow recovery in a nude mouse model of
hindlimb ischemia.5 MSCs from CLI patients showed an
effect comparable to that of MSCs isolated from four
control patients of the same age, diagnosed for a peripheral
thrombocytopenia with no peripheral arterial disease or
cardiovascular disease (Figure 1b). These data demonstrate
that MSCs, isolated from the BM-MNCs in patients with
CLI, have a strong ability to promote neovascularization in
nude mice after induction of hindlimb ischemia (Po0.05
for control MSCs and MSCs from CLI patients vs PBS
patients; P¼ 0.36 between control MSCs and MSCs from
CLI patients; Mann and Whitney test).
To decipher the mechanism of the angiogenic effect of
MSCs, we tested the ability of MSCs to promote
neovascularization in our model versus endothelial pro-
genitor cells (endothelial colony forming cells: ECFCs)
isolated from cord blood. Indeed, ECFCs have been
proposed as the active cell type in vasculogenic processes.6
To identify the species origin of cells in the neo-vessels 14
days after surgery, ischemic and non-ischemic muscles from
mice that received MSCs, ECFCs or PBS were harvested,
and human as well as murine cells were enumerated. We
found that MSC administration promoted the inﬁltration
of murine CD31-positive cells, in contrast to ECFCs that
increased human b2-microglobulin and CD31-positive cells
(Figure 1c). These results are in agreement with the concept
of a paracrine angiogenic effect of MSCs on local murine
endothelial cells, whereas ECFCs are able to build vessels
by themselves.
A future challenge will be to develop an autologous cell
therapy product dedicated to treat CLI. To date, no
homogeneous cell preparation has been proposed and the
angiogenic potential of MSCs isolated from patients with
peripheral arterial disease has never been tested. We have
hereby shown the unaltered angiogenic capacity of MSCs
from CLI patients compared with control adults. This
result contrasts with the decreased angiogenic potential of
MNCs observed in patients with cardiovascular disease.4
The angiogenic potential of MSCs seems to be preserved,
despite cumulative cardiovascular risk factors in CLI that
make this cell population really attractive for the develop-
ment of an autologous cell therapy product. Interestingly,
rat MSCs have been shown to have better angiogenic
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potential than MNCs.7 This result combined with the
efﬁcacy of MSCs from CLI patients is in favor of their use
as a cell therapy product instead of MNCs. The present
study was designed as a pilot and feasibility trial. The
functional characteristics of MSCs need to be conﬁrmed in
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In case of failure to isolate/cultivate MSCs from a given
CLI patient, the use of MSC banks would be a therapeutic
option, given the lack of HLA class II Ag on MSCs.
To our knowledge, our study is the ﬁrst one to test MSCs
from CLI patients in a preclinical model. Autologous
human MSCs, previously tested in a heart model of
revascularization and clinically approved for other indica-
tions, have been administered in four patients with Buerger
disease, a non atherosclerotic ischemic disease. Efﬁcacy has
been tested in hindlimb ischemia model and cells seemed to
be efﬁcient in patient healing and in the hind limb
preclinical model of ischemia.8 One patient with systemic
sclerosis has received autologous MSCs.9 Causality cannot
be established by a single case, but i.v. infusion of expanded
autologous MSCs may foster the recovery of the vascular
network, restore blood ﬂow and reduce skin necrosis.
Recently, MSCs isolated from iPS cell lines have been used
and showed to attenuate limb ischemia in mice.10
In conclusion, the MSCs isolated from the BM of CLI
patients are able to induce blood ﬂow recovery in vivo to the
same degree as controls, in contrast to the reduced ability
that has been described for BM-MNCs and endothelial
progenitor cells from patients with cardiovascular disor-
ders. The prior existence of clinical trials and safety
procedures applicable for this cell type would facilitate
the rapid testing of MSCs as an autologous cell therapy
product.
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Abstract
Background Fibrogenesis during idiopathic pulmonary
ﬁbrosis (IPF) is strongly associated with abnormal vascular
remodeling. Respective abundance of circulating endothe-
lial cells (CEC) and endothelial progenitor cells (EPC)
might reﬂect the balance between vascular injury and
repair and potentially serve as biomarkers of the disease.
Objectives and Methods We postulated that CEC and EPC
subtypes might be differently modulated in IPF. Sixty-four
consecutive patients with newly diagnosed IPF were pro-
spectively enrolled and compared to thirteen healthy volunteers.
CECwerecountedwith immunomagneticCD146-coatedbeads;
progenitors CD34?45dim/CD34?133?/CD34?KDR?were
assessed through ﬂow cytometry and EPC (colony-forming-
units-Endothelial Cells, CFU-EC, and endothelial colonies
forming cells, ECFC) were quantiﬁed by cell culture
assays.
Results IPF patients were characterized by a marked
increase in CEC associated to an EPC defect: both
CD34?KDR? cells and CFU-EC were decreased versus
controls. Moreover, in IPF subjects with a low diffusing
capacity of the lung for carbon monoxide (DLCO)\ 40 %,
CFU-EC and ECFC were higher compared to those with
DLCO[ 40 %. Finally, ECFC were negatively correlated
with DLCO. During an 18 month follow up, CEC levels
increased in patients with exacerbation, including those who
died during follow up. Finally, ECFC from patients with
exacerbation proliferative potential was strongly increased.
Conclusion IPF is basically associated with both a vas-
cular injury and a repair defect. This study highlights an
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adaptative process of EPC mobilization in the most severe
forms of IPF, that could reﬂect enhanced homing to the
pulmonary vasculature, which clinical consequences
remain to be determined.
Keywords Angiogenesis  Biomarkers  Endothelial
progenitor cells  Circulating endothelial cells 
Idiopathic pulmonary ﬁbrosis
Introduction
Idiopathic pulmonary ﬁbrosis (IPF) is a devastating lung
disease characterized by progressive obliteration of normal
alveolar architecture and replacement by ﬁbrotic tissue.
The result is declining lung function, progressive dyspnea
and ultimately death within 3–5 years of diagnosis. Besides
Pirfenidone in selected patients [1] there is presently no
efﬁcient drug for this disease. Patients should be referred to
a lung transplant evaluation early in the course of their
disease. It is also highly recommended to enroll patients
with IPF in therapeutic clinical trials [1, 2]. Precise path-
ogenic mechanisms are still largely debated but they
involve a progressive accumulation of scar tissue and
myoﬁbroblasts activation following epithelial injury of an
unknown nature. IPF is associated with a major pulmonary
vascular remodeling and an aberrant angiogenesis, with a
net vascular ablation and redistribution of blood vessels in
areas of interstitial thickening, likely to largely contribute
to gas exchange impairment [3, 4]. Fibrotic areas have a
decreased vascular density but are associated with adjacent
highly vascularized non ﬁbrotic tissues. This aberrant
vascular architecture close to ﬁbrotic areas [3] has been
explained, at least in part, by an imbalance between pro-
and anti-angiogenic growth factors but these results remain
controversial [4–7]. These abnormalities appear crucial to
the development of pulmonary ﬁbrosis. Indeed, the sys-
temic administration of the angiostatic CXCL11 in bleo-
mycin-exposed mice inhibits pulmonary ﬁbrosis through
altering the aberrant vascular remodeling [8]. On the other
hand, these vascular derangements may pave the way for
the development of pulmonary hypertension (PH) as a
result of irreversible vascular remodeling and increase in
vascular resistances [4]. PH is common in IPF even in
subjects with no signiﬁcant functional impairment [9]. It is
associated with an increased risk of death [10] and with
primary graft dysfunction in transplanted patients [11]. The
mechanisms which underlie these vascular abnormalities
are still largely unknown. Endothelium dysfunctions might
play a crucial role among them. In human IPF, the pul-
monary endothelium is largely remodeled with highly
proliferative cells in juxtaposition with apoptotic ones [3].
In animals, microvascular endothelial cells clearly promote
ﬁbrogenesis [12]. For all these reasons, gaining access to
endothelial cell populations in IPF might be a crucial step
to a better understanding of the vascular pathophysiology
which characterizes this disease.
In this context, circulating endothelial cells (CEC) have
proved to be an important marker of vascular remodeling
associated to pulmonary hypertension (PH) [13–15]. Endo-
thelial progenitors cells (EPC), mobilized from bonemarrow
and/or resident structures in the lung, seem to be critical to
the maintenance of vasculature homeostasis [16, 17]. Their
modulation in chronic pulmonary diseases is controversial
[18]. EPC might be reduced [19, 20], or not [21], in chronic
obstructive pulmonary disease (COPD) as well as in hyp-
oxemic patients with severe restrictive lung diseases [19, 22].
Experimental and clinical studies have examined the poten-
tial contribution of EPC to the pathogenesis of pulmonary
hypertension whether idiopathic or secondary, but again,
results have been so far inconsistent [16]. One possible
explanation for these discrepancies is related to technical
aspects. In fact, there is presently no consensus as to the
deﬁnition of endothelial progenitors and several types of
EPC are referred to in the literature, depending on themethod
used to assess them, ﬂow cytometry or culture. The former
allows a reliable quantiﬁcation of pure cell populations but
no phenotypic proﬁle is presently speciﬁc for EPC. More-
over, the correlation between ﬂow cytometry-detected EPC
and a vasculogenic potential is elusive. On the other hand,
cell culture methods allow the detection of at least two EPC
populations. ‘‘Early’’ EPC, so-called ‘‘colony-forming-unit-
endothelial cells, CFU-EC’’, express both endothelial and
leukocytemarkers [23, 24]. Their number in peripheral blood
inversely correlates with cardiovascular risk factors [25].
‘‘Late’’ EPC, also called endothelial colony-forming cells
(ECFC), have the characteristics of precursor cells commit-
ted to the endothelial lineage. Both EPC subtypes have a
therapeutic potential [23] but cells that merge in vivo into
neovessels have an ECFC phenotype [24, 26].
As the pulmonary vasculature and the endothelial phe-
notype are strongly modiﬁed in IPF, we postulated that the
circulating endothelial compartment, i.e. CEC and EPC as
well as progenitor cells, might reﬂect these changes and
give us hints to the pathogenesis of IPF-associated vascular
remodeling. To obtain the most comprehensive evaluation
of this aspect we assessed EPC level using both ﬂow
cytometry and cell culture methods.
Patients and methods
Study population (Table 1)
A French prospective and multicentric cohort of IPF was
established, starting in 2008. Inclusion criteria comprised a
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diagnosis of IPF based upon either surgical biopsy or a
characteristic Usual interstitial pneumonia Computed
Tomography (UIPCT) scan pattern according to theATS/ERS
consensus [2]. The ﬁrst imaging allowing the diagnosis of IPF
had to date back to a maximum of 9 months prior to inclusion.
All demographic, comorbidity, clinical and functional data
were prospectively and serially recorded. Three teaching hos-
pitals in the Ile deFrance areaparticipated in a studybasedupon
the assessment of the circulating endothelial compartment in
thesepatients.This studygot a speciﬁc approval from theEthics
committee of Ile de France II (registry number 2006-108). For
this study, blood samples were collected at entry into the IPF
cohort from64 subjects prospectively recruited betweenMarch
2008 and May 2010. As shown in Table 1, exhibiting their
demographic and clinical characteristics, their median age was
70 years (range 31–87). Patients were compared to 13 healthy
control subjects (60–70 year old), that corresponds tomean age
of other clinical trial in IPF previously published [27, 28]
free of cancer and with no known lung disease, cardiovas
cular disease and/or risk factors (ClinicalTrials.gov NCT
01038700).
CEC isolation and counting
Peripheral venous blood samples were collected on EDTA.
Blood collection for CEC quantiﬁcation was performed
after having discarded the ﬁrst milliliters of blood to avoid
presence of endothelial cells dislodged by puncture. CEC
were counted by an operator who was unaware of the
patients’ clinical status. CEC in whole blood were immu-
nocaptured at 4 °C with magnetic beads (Dynabeads
M-450, DynalÒ, Invitrogen, Cergy-pontoise, France) coated
with a monoclonal antibody against the endothelial antigen
CD146 as previously described [14, 15]. To avoid non
speciﬁc leukocyte binding to the beads, the cell suspensions
were ﬂushed vigorously through the pipette tip during
the washing steps and then suspended in acridine orange
(3 lg/mL in PBS; Sigma-AldrichÒ, Saint-Quentin Falla-
vier, France) before counting under a ﬂuorescence microscope
(kexc = 490 nm). CECwere identiﬁed as[20-lmcells bearing
[10 beads, or as cells with\10 beads but with a well-preserved
and recognizable morphology (clear nucleus in a well-deﬁned
cytoplasm, and a size compatible with that of endothelial cells).
The number of cells in aggregates was determined from the
number of nuclei or spherical rosette features. The endothelial
nature of the cells thus isolated was conﬁrmed by measuring
lectin UEA1 expression.
Measurement of soluble E-selectin
Peripheral venous blood was collected in tubes containing
0.105 M sodium citrate (1:9 v/v). Plasma was obtained by
double centrifugation at 2,300g for 10 min and was
immediately placed at -80 °C until use. Plasma levels of
soluble E-selectin were measured with highly sensitive
ELISAs as recommended by the manufacturer (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA).
Flow cytometric quantiﬁcation of progenitor cells
We ﬁrstly used monoclonal antibodies and ﬂuorescence
activated cell sorting (FACS) analysis to enumerate EPC
and progenitors in circulating blood of IPF patients. Anti-
bodies against CD34, the hematopoietic stem cell (HSC)
marker CD133, VEGF receptor 2 (KDR) and the common
leukocyte antigen CD45 or any combination of those are
commonly used to enumerate EPC in human subjects.
While CD34?KDR? cells in human adult peripheral blood
may function as EPC in postnatal vascular repair, CD133
probably denotes a hematopoietic cell subpopulation with
angiogenic properties (reviewed in [29–31]).
Circulating hematopoietic progenitors CD34? and
CD34?45dim cells were counted by ﬂow cytometry (FC500
Cytometer; Beckman Coulter, Villepinte, France) accord-
ing to ISHAGE (International Society of Hematotherapy
and Graft Engineering) protocol [32] after staining of
whole blood with a ﬂuorescein isothiocyanate (FITC)-
labeled monoclonal mouse anti-human CD45 antibody, a
phycoerythrin (PE)-labeled monoclonal mouse antihuman-
CD34 antibody and 7AAD (StemkitÒ; Beckman Coulter)
to assess cell viability. Absolute numbers of CD34? cells.
lL-1 were determined by using calibration beads, as rec-
ommended by the manufacturer. CD34?CD133? and
CD34?KDR? cells were counted among peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) isolated by density gradient
centrifugation with lymphocyte separation medium (Hist-
opaque, Sigma) and were labeled with 7AAD Viability
Dye (Beckman Coulter, Miami, FL, USA), FITC-conju-
gated anti-CD34 antibody (Beckman Coulter) and PE-
conjugated anti-CD133 antibody (Miltenyi Biotec, Paris,
France) or PE-conjugated anti-KDR antibody (R&D
Systems, UK). Cells were analyzed in a FC 500 ﬂow
Table 1 Demographics of the patients
IPF patients n = 64
Sex ratio (M/F) 45/19
Age, Years 71 (31–87)
TLC, % predicted 70 (34–102)
FVC, % predicted 77 (27–132)
DLCO (%) 40 (13–88)
Pa, O2 mmHg 81 (38–102)
Data are presented as median (range). TLC total lung capacity, FVC
forced vital capacity, DLCO diffusing capacity of the lung for carbon
monoxide, Pa, O2 arterial oxygen tension
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cytometer equipped with RXP software (Beckman Coul-
ter). After selection of 7AAD negative viable cells, pro-
genitor cells were identiﬁed within CD34? cells displaying
FS/SSC characteristics corresponding to the lymphocyte
cluster. The percentages of CD133? and KDR? cells
among CD34? were determined.
EPC quantiﬁcation by cell culture
Blood was diluted 1:1 with PBS, 0.2 M EDTA and overlaid
on Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Falla-
vier, France). Cells were centrifuged at 100g for 20 min.
Mononuclear cells (MNC) were collected and washed 3
times in PBS, 0.2 M EDTA. CFU-EC were cultured with
the EndoCultÒ Liquid Medium kit (StemCell Technolo-
gies, Vancouver, BC, Canada) according to the manufac-
turer’s instructions. Brieﬂy, MNC were resuspended in
complete EndoCultÒ medium and seeded at 5 9 106 cells/
well in ﬁbronectin-coated tissue culture plates (BD, Bec-
ton–Dickinson Biosciences). After 48 h, to obtain CFU-EC,
nonadherent cells were collected and plated in EndocultÒ
buffer at 106 cells/well in 24-well ﬁbronectin-coated plates.
CFU-ECs were counted after another 3 days, as recom-
mended by the manufacturer. As previously described
[24, 33], these cells did not replicate in vitro and gradually
disappeared 20 days after plating. To obtain ECFC, adherent
cells at 48 h were kept in 6-well ﬁbronectin-coated plates in
EGM2 medium (Lonza, Saint-Beauzire, France) composed
of endothelial cell basal medium-2 (EBM2), 5 % fetal
bovine serum (FBS) and growth factors. ECFC appeared
between 7 and 30 days of culture and consisted of well-
circumscribed cobblestone monolayers. Colonies were
counted with an inverted microscope at 920 magniﬁcation
[33].
ECFC proliferation assay
After 16 h of serum and growth-factor privation, ECFC
were incubated for 48 h in EBM2 medium, 5 % FBS.
Proliferation was examined after 48 h by measuring cell
phosphatase activity based on the release of paranitrophe-
nol (pNPP) (Sigma) measured at OD 405 nm (Fluostar
optima; BMG labtech, Champigny-sur-Marne, France).
Positive control cells were ECFC from cord blood [26],
because of their similar phenotype but best proliferative
properties [34, 35].
Statistical analysis
All data presented in results section are presented as
median (range). StatView software (Cary, NC 27513,
USA) was used for all statistical analyses, and 2-tailed
p values below 0.05 were considered to denote signiﬁcant
differences. Baseline characteristics were compared
between the clinical groups by using Wilcoxon’s rank sum
test for none normally distributed variables and Student’s
unpaired t test otherwise. Comparisons between groups
were analyzed using the Student’s t test or the Mann–
Whitney U-test. Correlations between progenitor counts
and numeric variables were obtained using Spearman’s
correlation coefﬁcients.
Signiﬁcance is noticed on Figures: * when p\ 0.05, **
when p\ 0.01 and *** when p\ 0.001.
Results
Circulating endothelial cells levels are increased
during idiopathic pulmonary ﬁbrosis (IPF)
Immunomagnetically isolated CEC were counted after
staining with the ﬂuorescent probe acridin orange or Ulex
europaeus agglutinin I, considered currently as the gold
standard assay [14, 36]. CEC counts in IPF were sevenfold
higher vs controls: 9.2 (0–155) and 1.3 (0–9) cells per mL,
respectively, p = 0.004 (Fig. 1a). In line, higher levels of
plasmatic sE-selectin were found in IPF patients compared
to controls (*p = 0.02, Fig. 1b), suggesting an increase of
endothelial lesion and/or activation process in IPF
patients.
Circulating progenitor cell numbers are decreased
in IPF
When using ﬂow cytometry, no signiﬁcant differences
were observed between IPF and controls in terms of
CD34?, CD34?45dim and CD34?CD133? counts
(Table 2). In contrast, the CD34?KDR? EPC containing-
population was largely decreased in IPF (0.11 % of total
CD34? (0–4.7) and 1.2 % (0–6.5) in IPF and controls,
respectively, p = 0.005) (Table 2). Regarding CFU-EC as
quantiﬁed by a 5-day culture assay, they were also signif-
icantly decreased in IPF vs controls (7.5 (0–97) and 13.4
(7.5–28.5) per 106 mononuclear cells plated, respectively,
p = 0.0008) (Fig. 2a). Finally, ECFC detected through
long term culture also tended to be decreased in IPF
(0.4 (0–4) and 0.6 (0–6) per 5.106 mononuclear cells pla-
ted/well, in IPF and controls, respectively), without
reaching statistical signiﬁcance (p = 0.09, Fig. 2b). To
further characterize these IPF-associated ECFC, we com-
pared, whenever possible, some of their characteristics to
those of controls. Firstly, ECFC recovered in IPF and
grown to conﬂuence from single colonies had an endo-
thelial characteristic cobblestone aspect through numerous
150 Angiogenesis (2013) 16:147–157
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passages similar to that of controls. In addition, ECFC
recovered from both IPF subjects and controls exhibited a
comparable proliferation potential (Fig. 2c).
Relationships between circulating endothelial
compartment and IPF characteristics
Differences in endothelial cells and progenitors were not
associated to the smoking status as it has been shown in other
models [37] or with medications with a potential impact on
these cells [38] (data not shown). In contrast, they were
markedly associated with the Diffusing capacity of the lung
for carbon monoxide (DLCO). The latter is a reliable guide to
outcome and values of less than 40 % predicted are generally
indicative of advanced disease. Accordingly, a DLCO cut-off
of 40 % predicted discriminated our study population into
two groups (DLCO[ or\ 40 %)whichmarkedly differed in
their functional parameters (Total lung capacity, TLC; Forced
vital capacity, FVC and arterial oxygen tension, PaO2 levels).
All of these parameters were lower in subjects with a
DLCO\ 40 % predicted (p = 0.0007, 0.03 and 0.005,
respectively, for TLC, FVC and PaO2, data not shown). We
found no difference between these 2 groups in terms of CEC
(2 (0–155) and 2 (0–38) cells per mL, for DLCO\
40 % and[40 %, respectively, p = 0.97). Regarding pro-
genitors, EPC assessed through ﬂow cytometry did not differ
either between the 2 groups (Table 3). There was no corre-
lation between DLCO values and CEC, CD34
?, CD34?45dim,
CD34?CD133?, CD34?KDR? and CFU-EC counts (with
respectively a p = 0.13, 0.6, 0.38, 0.14, 0.9 and 0.06). In
contrast, progenitors recovered through culture markedly
differed according to the DLCO threshold. Indeed, subjects
with a DLCO\ 40 % predicted, i.e. the most severe ones,
exhibited a signiﬁcant increase in both CFU-EC and ECFC
counts compared to those with a DLCO[ 40 % predicted
(Fig. 3). CFU-ECwere 2.5-fold increased in the former group
(11.4 (0–97) and 4.4 (0–37) per 106mononuclear cells plated,
in DLCO\ 40 % and DLCO[ 40 %, respectively (Fig. 3a,
p = 0.04). Similarly, ECFC were ﬁvefold increased in the
former group (0.5 (0–3.7) and 0.1 (0–2) per 5.106 mononu-
clear cells plated per well in DLCO\ 40 % and[ 40 %,
respectively, p = 0.01) (Fig. 3b). Finally, there was a nega-
tive correlation between ECFC counts and DLCO values in
IPF as a whole (Spearman correlation test, p = 0.04).
Relationships between circulating endothelial
compartment and IPF worsening
Among the 64 patients enrolled in this study, we have an
18-month follow up for 47 of them in terms of circulating
endothelial cell (CEC) and endothelial progenitor cell
(EPC) counts in culture. These patients have had 2–8 blood
samples during this follow-up. No difference was observed
for both EPC types (CFU-EC and ECFC), whether exac-
erbation occurred or if patients remained in stable IPF.
However, CEC levels increased in patients with exacer-
bation (57.9 CEC per mL), including those who died
Fig. 1 CEC are increased in idiopathic pulmonary ﬁbrosis (IPF).
a CEC counts in peripheral venous blood of IPF patients in contrast to
healthy controls of 60–70 years old. CEC counts were signiﬁcantly
increased in IPF (p = 0.004). b Plasma levels of sE-selectin (ng/mL)
in IPF were measured with ELISA. sE-selectin were increased in IPF
(*p = 0.02)
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during follow up (41.8 CEC per mL), by contrast to stable
IPF patients (10.6 CEC per mL) (Fig. 4a, p = 0.0005 and
0.006 respectively for exacerbation and death compared to
stable IPF patients without any worsening). No CEC
increase was observed when IPF slowly progressed.
Moreover, we have compared in vitro phenotype and
angiogenic properties of ECFC isolated from patients
either in stable IPF (n = 6) or in exacerbation process
(n = 3). While ECFC phenotype and pseudotube
formation ability in matrigel did not differ between groups,
ECFC from patients with exacerbation proliferative
potential was increased (p = 0.03, Fig. 4b).
Discussion
We have demonstrated in this study that IPF is associated
with an increase in endothelial lesion and/or activation as
Fig. 2 Quantiﬁcation of EPC subtypes in IPF. a Numbers of CFU-EC
in IPF, counted with EndocultÒ assay. Results are the number of
adherent cell clusters per 106 mononuclear cells. Results are
medians ± SEM (p = 0.0008). b Number of ECFC determined by
cell culture according to patient group. A non signiﬁcant trend is
observed between IPF and healthy controls (p = 0.09). c Proliferative
potential of ECFC isolated from IPF patients. Each patient-derived
ECFC were individually analyzed for proliferation and proliferative
properties in vitro. At least 4 different patient’s derived-ECFCs were
used. Cells from IPF patients showed the same proliferative potential
(in EBM, 5 % FBS) compared with ECFC from healthy volunteers of
the same age. Results are presented normalized to ECFC from cord
blood (100 %) that is a good positive control of ECFC with same
phenotype and a better proliferation potential [34, 35]. The mean and
SEM of three experiments are shown
Table 3 Comparison of pulmonary function test results, progenitor cells quantiﬁed by ﬂow cytometry and circulating endothelial cells in
patients according to DLCO
DLCO\ 40 %, n = 29 DLCO\ 40 %, n = 29 p
Total CD34? (absolute count) 2136 ± 249 2175 ± 267 0.88
CD34? 45dim (absolute count) 1795 ± 215 2028 ± 261 0.81
CD34? 133? (% of total CD34?) 70 ± 1.5 70 ± 2 0.37
CD34? KDR? (% of total CD34?) 0.73 ± 0.3 0.4 ± 0.1 0.65
CEC per mL 7.3 ± 2.7 99 ± 3.7 0.92
Data are presented as median (range). DLCO diffusing capacity of the lung for carbon monoxide, TLC total lung capacity, FVC forced vital
capacity, Pa, O2 arterial oxygen tension
Table 2 Progenitor cells quantiﬁed by ﬂow cytometry in idiopathic pulmonary ﬁbrosis (IPF) and control subjects
Controls IPF p
Total CD34? (absolute count) 1690.9 (267–5569) 1747 (0–6541) 0.58
CD34? 45dim (absolute count) 1320.2 (230–4758) 1544 (196–6466) 0.3
CD34? 133? (% of total CD34?) 68.6 (56.2–75.8) 71 (40.2–85) 0.4
CD34? KDR? (% of total CD34?) 1.2 (0–6.5) 0.11 (0–4.7) 0.005
Data are presented as median (range)
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reﬂected by circulating endothelial cells (CEC) and with a
defect in endothelial progenitor cells (EPC) whether char-
acterized as CD34?KDR? cells or through cell culture as
CFU-EC and ECFC.
Idiopathic pulmonary ﬁbrosis is associated with abnormal
and heterogeneous vascular remodeling. This aberrant vas-
cular architecture close to ﬁbrotic areas [39] has been
hypothesized to result from an imbalance between angio-
genic growth factors but these results are controversial and
the real implication of these factors is not clear [4, 40]. The
endothelium plays a central role in pulmonary vascular
regulation and endothelial dysfunction is increasingly
viewed as critical for disease initiation and progression of
IPF. We have shown in previous studies that circulating
endothelial cells accurately reﬂected the activation status of
pulmonary endothelium [14, 15]. To evaluate these data in
the context of IPF, we assessed CEC and EPC in a consistent
number (n = 64) of newly diagnosed IPF in relation with
their functional parameters. Such a comprehensive study of
the circulating endothelial compartment has, to the best of
our knowledge, never been carried out before in this context.
CEC are a novel marker of endothelial damage, and their
numbers correlate with other markers of endothelial function,
such as ﬂow-mediated dilation, von Willebrand factor and
tissue plasminogen activator levels [41]. CEC counts are
increased in coronary heart disease, renal vascular disease
[42] and transplantation [43], and are a marker of progression
and survival in acute coronary disease [44]. Very few data are
available on CEC counts in lung disease.We recently showed
that CEC numbers distinguished two groups of children with
PAH secondary to congenital heart disease [14], and also
increased in adult PAH in contrast to post thrombotic PH [15].
In both cases, no correlation between hemodynamic param-
eters and CEC was found [14, 15]. Our previous data in PAH
suggest that high pulmonary pressures are not themain trigger
of endothelial cell detachment from vessel walls and their
subsequent circulation. Rather, the supernumerary CEC
observed in PAH might result from increased vascular acti-
vation and/or remodeling more than lesion. Because, as
proposed in PAH, CEC count did not correlate in IPF to
pulmonary pressure, we believe than the observed increase in
CEC numbers reﬂects endothelial activation. We have also
quantiﬁed plasma soluble E-selectin, an adhesion molecule
inducible on endothelial cells, of the 67 patients with stable
IPF and found that E-selectin levels were signiﬁcantly
increased compared to healthy controls. Soluble E-selectin
has also been linked to endothelial damage and/or activation.
This elevated soluble E-selectin level in IPF, along with the
excess of CEC, could reﬂect increased endothelial activation.
To the best of our knowledge, markers of vascular injury in
stable IPF patients are an original ﬁnding.
To get clues to the major vascular derangements known
to be present in IPF, we went on to evaluate the balance
between vascular injury and repair capacities in these
subjects. Endothelial progenitor cells (EPC) are bone
marrow-derived cells involved in endothelial homeostasis
as well as in physiological and pathological angiogenesis.
In restrictive lung disease, EPC are decreased in relation
with altered DLCO [19]. More speciﬁcally in IPF, the
depletion of EPC could be a link between ﬁbrosis and
pulmonary hypertension [22]. Moreover, in system dis-
eases with pulmonary ﬁbrosis, such as systemic sclerosis
Fig. 3 EPC subtype
quantiﬁcation according to
diffusing capacity of the lung
for carbon monoxide in IPF.
a Numbers of CFU-EC counted
with EndocultÒ assay in IPF
patients according to DLCO
cut-off of 40 %. Results are
medians ± SEM (p = 0.04).
b Number of ECFC determined
by cell culture in IPF patients
according to DLCO cut-off of
40 %. Results are
medians ± SEM (p = 0.01)
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and rheumatoid, circulating endothelial compartment have
been shown to be modulated [45]. Indeed, EPCs may
contribute to the increased cardiovascular morbidity and
mortality in rheumatoid arthritis [45] and correlate with
disease severity [46]. Results available in systemic scle-
rosis are consistent with the hypothesis that EPCs are
recruited during active disease [45, 47, 48].
Data are however very difﬁcult to compare between these
studies because of marked differences in the methods used to
characterize them. EPC quantiﬁcation is, in most of the
studies, performed using ﬂow cytometry whose results are
notably known not to correlate with those of cell culture [49].
However, some studies have demonstrated reliable relation-
ships between EPC phenotype and functions. We have
recently shown for instance that in patients with critical leg
ischemia, bonemarrowmononuclear cell therapy induced the
formation of new vessels containing endothelial cells with a
ECFC phenotype [26, 50]. Yoder et al. [24] have also shown
that transplanted ECFC are able to acquire a complete
endothelial phenotype, to maintain a high proliferative
potential and to participate in endothelial healing and angi-
ogenesis. To rule out technical bias leading to a truncated
interpretation of the EPC pool, we carried out a compre-
hensive evaluation of these cells using all the methods
presently known to characterize them. We normalized the
different EPC subpopulations quantiﬁed by ﬂow cytometry to
the CD34 positive cells. Indeed, CD34 antigen as a potential
marker of circulating EPC has been largely used in the lit-
erature because it is expressed both on endothelial cells and
on human hematopoietic stem and progenitor cells used for
stem cell transplantation. However, most of the in vivo and in
vitro studies have identiﬁed CD34 cells as the population that
give rise to EPC, at least in vitro. The original description of
cluster-forming cells appearing within 5 days after CD34?
cell plating in culture and showing endothelial characteristics
were deﬁned as putative EPC [51]. Thereafter, Ito and col-
leagues found same results by plating blood cells on ﬁbro-
nectin coated dishes [52]. Since these ﬁrst descriptions, the
cells coexpressing CD34, Flk-1 (KDR in human subjects)
and CD133 have been commonly considered as EPC. The
positivity of these antigens has continued to be used as sur-
rogate markers for evaluating circulating cells with vascular
reparative properties or to isolate them. Consequently, CD34
with CD133, and/or KDR expression have been used to
identify human circulating EPC in thousands papers since
2000, and many of them have reported signiﬁcant correla-
tions between blood concentration of this putative EPC
subset and a disease state (reviewed in [53]). Luminal
endothelial CD34 staining was ubiquitous distributed in
quiescent small blood vessels and capillaries in non-patho-
logic human tissues but also on endothelial cells in sites of
active angiogenesis in some carcinoma models [54]. Thus,
since vessels express CD34 marker, we cannot assert that
CD34 is lost during vessel formation with progenitor cells
such as previously described with ﬁbrocytes [55], largely
involved in IPF. However, one of the limitation of using
CD34 is its widely expression on various other cells such as
ﬁbrocytes [55] but also mesenchymal [56], epithelial, and
even cancer stem cells [30]. Thus, the use of CD34 as an EPC
marker is questionable and the addition of speciﬁc markers
would be useful to discriminate these different cellular lin-
eages from the putative EPC. Nevertheless, Yoder‘s group
has recently described a new approach to count EPC by ﬂow
cytometry, that correlated to in vitro phenotype in culture,
and these cells stained positive for CD34 [57]. Therefore,
Fig. 4 Relationships between circulating endothelial compartment
and IPF worsening. a CEC counts during the 18 month follow up in
stable IPF patients without worsening in contrast to stable IPF
patients with exacerbation or death. CEC counts were signiﬁcantly
increased in both situations with respectively a p = 0.0005 and 0.006
for exacerbation and death compared to stable IPF patients without
any worsening. b Proliferative potential of ECFC isolated from stable
IPF patients in contrast to patients with exacerbation of IPF. Results
are presented normalized to ECFC from adult blood of controls
(100 %)
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using CD34 marker is probably the less inexact manner to
identify putative EPC.
As a whole, we found a signiﬁcant defect of EPC in
IPF. However although they remained lower than those
from healthy controls in subjects with DLCO\ 40 %,
CFU-EC and ECFC counts largely increased over those
from subjects with DLCO[ 40 % indicating a strong
mobilization from the bone marrow in this subgroup of
patients. One potential explanation might be the release of
non speciﬁc inﬂammatory stimuli during ﬁbrogenesis
with a role in EPC mobilization as it had been shown in
bacterial pneumonia [58]. Alternatively, EPC might be
actively mobilized in these most severe subjects to par-
ticipate in the aberrant angiogenesis, which characterize
severe IPF. Indeed, ECFC possess all the characteristics
of true endothelial progenitors, based on the clonal rela-
tionship between EPC and hematopoietic stem cells in
patients with myeloproliferative disorders [24]. In some
conditions, ECFC exhibit an impaired capacity to form
vascular networks [59] which could be, at least in part,
restored by some drugs [33]. In IPF, ECFC from patients
with exacerbation proliferative potential was strongly
increased. This increased proliferative potential could
result from the presence of immature cells or angiogenic
progenitors mobilized to repair vessels. However, this
remains to be conﬁrmed in a larger cohort and correlated
to angiogenic pathways involved in exacerbation of IPF
as recently proposed in review of Farkas et al. [4].
Altogether, the increased mobilization of ECFC in the
most severe forms of IPF might reﬂect their repair
capacities and participation to an adaptive response to the
net vascular ablation observed in severely ﬁbrotic areas.
However, contrasting to their repair capacities, the
recruitment of EPC might be extremely deleterious to the
lung as endothelial cells [60] and ECFC [61, 62] have
been shown to be able to differentiate into mesenchymal
cells and to contribute to intimal hyperplasia but also
potentially to a real tissue remodeling, given the stemness
of cells able to give rise to all mesenchymal lineages [60].
Circulating EPC might in this context serve as an extra-
pulmonary source of ﬁbroblasts further enhancing local
ﬁbrogenesis.
In conclusion, this study has shown a marked imbalance
between biomarkers of endothelial injury/activation and
endothelial progenitors in IPF. The role of EPC in vascular
repair, in the development of pulmonary hypertension
through excessive vascular remodeling or in increased
ﬁbrogenesis through an endothelium to mesenchymal
transition cannot be anticipated so far. The serial assess-
ment of CEC and EPC as biomarker of disease during the
follow-up and appearance of more clinical events like PAH
will give us hints to these questions.
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Rationnel : Les capacités pro-angiogènes des progéniteurs endothéliaux circulants sont maintenant bien établies, et 
leur implication dans les phénomènes de néovascularisation chez l’adulte a stimulé la recherche de thérapeutiques 
angiogènes basées sur la greffe de ces cellules. Les données actuelles convergent vers la notion de deux types 
cellulaires au phénotype endothélial, définis entre autres par leur cinétique d’apparition en culture : les progéniteurs 
précoces (CFU-EC ou CAC) et tardifs (ECFC). Notre équipe a montré que l’injection thérapeutique de cellules 
mononucléées de moelle osseuse (BM-MNC) permettait la néovascularisation du site ischémié chez des patients 
atteints d’ischémie critique des membres inférieurs, et que les nouveaux vaisseaux formés avaient le phénotype 
d’ECFC. Nous avons dans un premier temps mesuré les concentrations de différentes protéines modulant 
l’angiogenèse, chez des patients atteints de pathologies ischémiques et cardiovasculaires, ou impliquant des 
anomalies vasculaires associées à la fibrose. Ainsi, le transforming growth factor - β1 (TGF-β1) dans la fibrose 
pulmonaire idiopathique, la thrombospondine-1 (TSP-1) dans l’artériopathie des membres inférieurs, et le placental 
growth factor (PlGF) chez les patients atteints de pathologies cardiovasculaires (patients présentant un syndrome 
coronarien aigu, patients devant subir une chirurgie de la valve ou un pontage coronarien), se sont distingués 
comme potentiel biomarqueur plasmatique dans ces pathologies, et ont été étudiés dans la biologie des ECFC 
humaines. 
 
Résultats : Le taux plasmatique de TGF-β1 est augmenté chez les patients atteints de fibrose pulmonaire 
idiopathique (FPI) par rapport à la population contrôle ; il a un effet pro-angiogène in vivo (vascularisation des 
implants de Matrigel®) et in vitro (prolifération et migration des ECFC) via les récepteurs ALK-1, ALK-5 et TGF-βRII. Le 
taux plasmatique de TSP-1 est augmenté chez les patients artéritiques par rapport à la population contrôle. Par 
ailleurs les néovaisseaux formés de patients artéritiques ayant été traités par injection locale de BM-MNC expriment 
la TSP-1. Dans les modèles murins de Matrigel®-plugs et d’ischémie du membre inférieur (IMI), la TSP-1 induit une 
diminution de la vascularisation des implants ainsi qu’une diminution de la revascularisation du membre ischémié. In 
vitro, la TSP-1 augmente l’adhésion via un mécanisme N-Terminal dépendant, et diminue le potentiel angiogène 
(prolifération et migration) des ECFC via sa liaison au récepteur CD47, ce qui active la voie de signalisation SDF-
1/CXCR4. Le taux plasmatique de PlGF est augmenté chez les patients coronariens par rapport à la population 
contrôle et aux patients angoreux ; il est également augmenté chez les patients ayant subit une chirurgie cardiaque. 
Les PlGF-1 et -2 potentialisent la tubulogenèse des ECFC in vitro via la phosphorylation du récepteur VEGFR1. Cet 
effet est aboli lorsque le VEGFR1 est inhibé par ARN interférence ou par le composé chimique « 4321 ». De plus ce 
composé « 4321 » inhibe la vascularisation des implants de Matrigel®, ainsi que la revascularisation du membre 
ischémié dans le modèle d’IMI. 
 
Conclusions : Le TGF-β1 joue un rôle dans le remodelage vasculaire de la FPI via les ECFC ; la TSP-1 est un potentiel 
biomarqueur de l’angiogenèse induite par les ECFC dans l’artériopathie des membres inférieurs ; l’inhibition de la 
voie PlGF/VEGFR1 module la tubulogenèse induite par les ECFC, cellules impliquées dans la formation de nouveaux 
vaisseaux. Nous avons ainsi mis en évidence 3 protéines modulant l’angiogenèse dans 3 contextes pathologiques 
différents, caractérisés par un remodelage vasculaire et où les ECFC sont impliquées dans leurs mécanismes 
physiopathologiques. Ces 3 protéines se présentent donc comme de potentiels biomarqueurs plasmatiques, 
modulant les propriétés angiogènes des ECFC et pouvant donc influencer leur efficacité en tant que produit de 
thérapie cellulaire. Ces biomarqueurs plasmatiques jouent un rôle probable dans l’équilibre homéostatique au 
décours des pathologies concernées. 
 
Mots-clés : progéniteurs endothéliaux circulants, biomarqueurs plasmatiques vasculaires, potentiel angiogène, 
fibrose pulmonaire idiopathique, artériopathie des membres inférieurs, syndromes coronariens aigus, thérapie 
cellulaire. 
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